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INTRODUCTION GENERALE

Les maladies a prion constituent un enjeu scientifique et économique majeur mais

aussi un réel probléme de santé publique.
Les Encéphalopathies Spongiformes Subaigués Transmissibles (ESST) ont fortement suscité
I’intérét du public et des médias suite a 1’émergence de I’Encéphalopathie Spongiforme
Bovine (ESB), ainsi que sa probable transmission a 1’homme sous la forme d’un nouveau
variant de la maladie de Creutzfeldt Jakob (v MC]J).

Malheureusement, ces maladies a prion sont des maladies orphelines sans traitement
curatif. Les recherches pour stopper la progression de ces maladies dont I’issue est toujours
fatale sont encore insuffisantes. De nombreuses zones d’ombre demeurent dans la
connaissance des mécanismes physiopathologiques de ces affections. Une meilleure
compréhension de la physiopathologie de ces maladies pourrait ouvrir de nouvelles
perspectives pour ¢laborer des stratégies thérapeutiques et permettre une meilleure prise en
charge des malades.

Les altérations endocriniennes, qui existent dans la plupart des pathologies
neurodégénératives, font partie des éléments peu ou pas explorés de la physiopathologie des
maladies a prion. En particulier, 'impact possible des dysendocrinies sur les phénomeénes
neurodégénératifs n’a fait ’objet d’aucune étude pour les maladies a prion. Etant donné le
role important de certains axes endocriniens dans le maintien et la protection du systéme
nerveux central (SNC), il est envisageable que des modifications des fonctions endocriniennes
puissent intervenir comme ¢élément clef dans le processus neurodégénératif, que ce soit
comme facteur limitant ou a contrario comme facteur favorisant. L’étude des troubles
neuroendocriniens associés aux maladies neurodégénératives a prion pourrait donc contribuer
a une meilleure compréhension du mécanisme neurodégénératif de ces affections, et ainsi

servir de base pour de nouvelles approches thérapeutiques.

Au cours de ce travail de thése, nous nous sommes plus particuliérement intéressés a
un axe neuroendocrinien reconnu comme un acteur essentiel du maintien de I’intégrité du
SNC : I’axe hypothalamo-hypophysaire somatotrope. La tremblante du mouton, une maladie a
prion naturelle, a servi de mode¢le a notre étude. En effet, chez les ovins atteints de tremblante
naturelle, on note une augmentation de la sécrétion de I’hormone de croissance (GH),

hormone hypophysaire de I’axe somatotrope (Vigui¢ et al., 2004). Aucun mécanisme
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expliquant cette augmentation de sécrétion de GH n’a pu étre mis en évidence. De méme, on
ignore sa signification d’un point de vue physiopathologique. L’objectif de ce travail de thése
¢tait de contribuer a la compréhension des mécanismes sous jacents a 1’augmentation de la
séerétion de GH. Dans cet objectif, nous avons plus particuliecrement exploré deux
hypotheses : 1) I’augmentation de la sécrétion de GH chez les animaux atteints de tremblante
pourrait €tre due a une augmentation de la sensibilit¢ hypophysaire a la GHRH
hypothalamique (Growth Hormone-Releasing Hormone) et 2) un défaut de rétrocontrole
négatif de ’IGF-I (Insulin-like Growth Factor I) sur la sécrétion de GH pourrait expliquer
I’augmentation des concentrations de GH chez les animaux tremblants. Cette dernicre
hypothése pourrait se révéler tout particulierement pertinente sur le plan physiopathologique,
dans la mesure ou I’IGF-I constitue un facteur majeur de neuroprotection et que tout déficit de

ses actions pourrait constituer un facteur aggravant des processus de neurodégénérescence.

Avant de développer notre étude expérimentale, nous présenterons une synthése
bibliographique sur le mod¢le de la tremblante puis nous exposerons quelques données sur la
fonction somatotrope. Nous examinerons enfin les données de la littérature qui concernent

I’impact de cette fonction endocrinienne dans les mécanismes de neurodégénérescence.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I. LE MODELE DE LA TREMBLANTE

L1 PRESENTATION GENERALE DES ENCEPHALOPATHIES
SPONGIFORMES SUBAIGUES TRANSMISSIBLES

I.1.1 LES ESST

Les ESST sont des affections neurodégénératives fatales qui touchent I’homme et les
animaux. Ce groupe de maladies comprend chez I’animal, la tremblante du mouton,
I’encéphalopathie ~ spongiforme  bovine,  [’encéphalopathie = spongiforme  féline,
I’encéphalopathie spongiforme du vison et le syndrome de dégénérescence chronique des
cervidés (« chronic wasting disease »). Chez I’homme, elles sont représentées par le Kuru, la
maladie de Creutzfeldt Jakob (MCJ), I’insomnie fatale familiale et le syndrome de Gerstmann

Straussler Scheinker.

Les ESST sont caractérisées par :

- une longue période d’incubation (2 a 5 ans).

- une affection nerveuse d’évolution progressive apyrétique débilitante et cachectisante
et dont I’issue est toujours fatale.

- des Iésions localisées au niveau du SNC : vacuolisation des neurones (spongiose),
dégénérescence neuronale et astrocytose.

- une absence de réaction inflammatoire et de réaction immunitaire détectable.

- le dépdt dans le systeme nerveux d’une isoforme anormale, appelée PrPsc ou protéine
du prion « scrapie », d’une protéine endogene, appelée protéine du prion cellulaire

(PrPc) sous forme de fibrilles ou de plaques amyloides.

[.1.2 L’AGENT INFECTIEUX
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C’est en 1936 que CUILLE et CHELLE ont démontré la transmissibilité de la
tremblante. La nature de cet agent n’a pas encore ét¢ identifiée avec certitude. Il a été désigné
sous ’appellation d’ATNC (Agent Transmissible Non Conventionnel) en raison de sa
résistance a la chaleur, aux agents classiques de décontamination et aux radiations. Il différe
des bactéries et virus par sa structure (pas d’acide nucléique) et ses propriétés
physicochimiques. Il n’entraine aucune réaction immunitaire ou inflammatoire systémique.

C’est en 1982 que la nature protéique de ’agent infectieux est définie par PRUSINER.
Selon cette théorie, les ESST et donc la tremblante sont dues a un ATNC appelé prion
(« proteinaceous infectious particle ») de nature protéique dont le poids moléculaire se situe
entre 33 et 35 kDa. Le prion est une isoforme anormale d’une protéine normalement
constitutive de ’organisme et fortement exprimée au niveau du SNC: la PrPc ou protéine
prion cellulaire.

Selon PRUSINER (1982), la PrPc au contact de 1’agent infectieux change de
conformation et donne la PrPsc, la protéine pathogeéne. La différence de conformation se
traduit par des modifications de la proportion d’hélices a et de feuillets B dans les structures
secondaires (Guilbert., 2001). Ce processus semble facilité par une molécule chaperonne non
encore identifiée. Ce changement de conformation confére a la PrP une résistance partielle a
la protéolyse par la protéinase K favorisant son accumulation sous la forme d’agrégats de

fibrilles et de plaques amyloides (Dormont et al., 1995).

1.2 TABLEAU CLINIQUE ET LESIONNEL DE LA TREMBLANTE DU
MOUTON

La tremblante est une maladie neurodégénérative enzootique mortelle décrite chez le
mouton (Ovis aries), la chévre (Capra hircus) et le mouflon (Ovis musimon). Elle a été décrite
pour la premiere fois en 1732 en Grande Bretagne. Peu de cas ont été décrits dans I’espece

caprine.

[.2.1 TABLEAU CLINIQUE
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De nature neurologique, les symptomes varient en nombre et en intensité selon
I’animal et la souche de I’agent infecticux. La tremblante atteint les deux sexes de la méme
maniere.

La forme clinique la plus classique de la tremblante est décrite suivant quatre périodes :

- tout d’abord, on observe une perte de I’instinct grégaire, un prurit localisé a la téte ou a
la zone dorsolombaire, une perte de laine due au grattage ainsi que des excoriations par la
suite. Quelques jours aprés 1’apparition du prurit, on note une hyperexcitabilit¢ et une
hyperesthésie a I’origine d’une agitation anormale s’exprimant par des grincements de dents,

des tremblements transitoires de la téte, des troubles de la miction.

- viennent ensuite une aggravation des signes précédents avec incoordination motrice,
ataxie et détérioration de I’état général avec conservation de I’appétit. Les tremblements

deviennent permanents.

I’animal est en décubitus transitoire puis permanent avec aggravation des troubles

moteurs et des 1ésions nerveuses.

- enfin, c’est la phase terminale fatale, 1’animal cachectique demeure en décubitus

latéral. La mort survient dans les heures suivantes.

L’évolution de ce tableau se fait sur 1 a 6 mois sans phase de rémission. La clinique
est apyrétique.

Ce tableau clinique d’amaigrissement est associé a un syndrome catabolique marqué
(pouvant rappeler le « wasting syndrom » des cervidés). Un tel tableau est compatible avec
des troubles métaboliques et/ou endocriniens mettant en jeu des fonctions cruciales pour le

maintien de ’homéostasie métabolique telles que les fonctions thyroidienne et somatotrope.
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Figure 1 : Brebis atteinte de tremblante: cachexie, dépilation, excoriation suite au prurit.

[.2.2 TABLEAU LESIONNEL

Les lésions sont retrouvées systématiquement dans la substance grise des centres
nerveux supérieurs et tout particulierement dans le cervelet, les cornes ventrales de la moélle
épiniére, le bulbe, le pont, le mésencéphale, le thalamus et 1’hypothalamus (Wood et al.,
1997).

On note une vacuolisation des neurones a 1’origine de la spongiose, une dépopulation
neuronale, une gliose astrocytaire ainsi que des dépots de plaques amyloides correspondant a
I’accumulation de PrPsc. Il n’existe pas de corrélation apparente entre la sévérité des lésions

et la gravité des signes cliniques.

Etant donnée la distribution trés large des Iésions dans le SNC, les noyaux
hypothalamiques, qui concentrent les neurones a neurohormones, ne sont pas épargnés. Il est
donc probable qu’un tel tableau lésionnel puisse €tre associ¢ a des troubles endocriniens

d’origine centrale.
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Figure 2 : Coupe histologique de cerveau d’ovin atteint de tremblante : vacuolisation du

neuropile. (D’apres le site internet de I'INRA 2005).

1.3 MECANISME DE NEURODEGENERESCENCE

L’accumulation intra-cellulaire de PrPsc qui échappe au catabolisme des protéases est
le point de départ de la pathogénie de la tremblante. Cette accumulation favorise les fusions
entre lysosomes (vésicules riches en enzymes cytolytiques) qui géneérent de larges vacuoles
dans le neurone a ’origine de la spongiose. Ainsi, si ’accumulation des prions semble étre le
point de départ de la dépopulation neuronale, la PrPsc libérée lors des premicres morts
cellulaires pourrait ensuite activer les cellules gliales et les astrocytes qui par I’intermédiaire
de la libération des médiateurs de I’inflammation exacerberaient le processus de
neurodégénérescence et d’apoptose des neurones sains (figure 3) (Dormont et al., 2001).

La libération de PrPsc dans les espaces extra-cellulaires est associée a une réaction
inflammatoire locale. En effet, ’expression de certains médiateurs de 1’inflammation telles
que certaines prostaglandines, TNFa et interleukinelf est augmentée dans le SNC de souris et

hamsters infectés expérimentalement (Williams et al., 1994, 1997 ; Kim et al., 1999).
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Figure 3 : Représentation schématique des mécanismes de neurodégénérescence associés aux
encéphalopathies a prion. (D’aprés Dormont)

Les fonctions endocriniennes sont sous le controle du SNC. Il est donc probable que
des lésions diffuses du SNC observées par exemple dans la tremblante soient associées a des
troubles neuroendocriniens. D’autre part, I’équilibre endocrinien est garant de 1’intégrité et du
bon fonctionnement du SNC. En effet, plusieurs axes endocriniens interviennent dans le
maintien et la protection du SNC, c’est pourquoi il est 1égitime de s’intéresser aux fonctions
endocriniennes dans des pathologies associées a une neurodégénérescence. En effet, de
possibles altérations endocriniennes pourraient intervenir comme ¢élément clé dans le
processus neurodégénératif. La fonction somatotrope est choisie pour I’étude car elle joue un

role trés important, notamment via I’IGF-I, dans les phénomeénes de neuroprotection.

23



II. FONCTION SOMATOTROPE

L’axe somatotrope contrdle la sécrétion de I’hormone de croissance (GH). Il joue un
role dans la régulation des métabolismes, la croissance osseuse ainsi que dans les mécanismes

de neuroprotection.

I1.1 I’AXE SOMATOTROPE HYPOTHALAMO-HYPOPHYSAIRE

Chez I’animal adulte, la régulation de 1’axe somatotrope est assurée principalement
par deux neurohormones hypothalamiques: la GHRH (Growth Hormone Releasing
Hormone) et la somatostatine ou SRIH (Somatotropin Release Inhibiting Hormone) (figure
4).

Ces deux neuropeptides, sécrétés directement dans le systéme porte hypothalamo-
hypophysaire au niveau de I’éminence médiane, agissent sur 1’hypophyse pour maintenir le
rythme de sécrétion de la GH. La GHRH stimule la sécrétion de la GH tandis que la SRIH
I’inhibe. Cependant, certains résultats ne sont pas explicables par le seul effet de la GHRH et
de la somatostatine. Cela a conduit a suggérer I’existence d’un troisiéme facteur stimulateur
de la sécrétion de GH appelé GHRPs (GH Releasing Peptides). Ce troisieme facteur serait un
ligand endogeéne d’un type de récepteur longtemps orphelin appelé GHRPR (GH Releasing
Peptide Receptor) connu pour ses puissants effets stimulateurs sur la sécrétion de la GH
(Bowers et al., 1980 et 1984). A ce jour, un seul ligand endogéne de ce récepteur a été
identifi¢ : la ghréline. Au niveau du foie, la GH contrdle la synthése et la libération de I’IGF-I

(Insulin-like Growth Factor I). L’IGF-I exerce un rétrocontrdle négatif sur I’axe somatotrope.
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neurone & SRIF @) negone a GHRH

Figure 4 : Représentation schématique de 1’axe somatotrope et régulation de la sécrétion de
I’hormone de croissance (GH).

Les neurohormones activatrices ((+) vert) ou inhibitrices ((-) rouge) de la sécrétion de GH
sont libérées dans le réseau capillaire primaire situé au niveau de I’éminence médiane,
collectées par les vaisseaux portes puis déversées dans le réseau capillaire secondaire
intrahypophysaire. Ces neurohormones sont alors directement en relation avec les différents
types cellulaires de 1’hypophyse. La sécrétion de I’hormone de croissance par les cellules
somatotropes est inhibée par le SRIF (ou SRIH) produit par les neurones somatostatinergiques
du noyau périventriculaire de 1’aire hypothalamique antérieure. En revanche, sa libération est
stimulée par la GHRH produite a partir des neurones 8 GHRH dans le noyau arqué. Les effets
de rétrocontrole (feedback positif en vert (+) ou négatif en rouge (-)) de la GH et des IGFs
sont également représentés. (D’apres Miiller et al., 1999)
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I1.2 LES HORMONES DE I’AXE SOMATOTROPE

I1.2.1 LA GHRH

Chez I’homme, il existe 3 formes de GHRH qui comportent 37, 40 ou 44 acides
aminés. La forme la plus longue est la forme active chez I’homme, les 2 autres sont les
produits de son catabolisme (Strobl et al., 1994).

La GHRH est synthétisée essentiellement par les neurones du noyau arqué de
I’hypothalamus médiobasal, mais des neurones producteurs de GHRH sont également
retrouvés dans le noyau paraventriculaire et la zone ventromédiale de 1’hypothalamus.
L’hormone est ensuite libérée dans le sang porte hypothalamo-hypophysaire au niveau de
I’éminence médiane.

La GHRH stimule la sécrétion de GH au niveau hypophysaire.

In vitro, sur des cellules hypophysaires d’agneau en culture, en présence de GHRH, la
sécrétion de la GH augmente significativement (Silverman et al., 1989., Blanchard et al.,
1987). La GHRH augmente la synthése des ARNm de la GH sur des cultures cellulaires de
rats (Barinaga et al., 1983, Gick et al., 1984) et d’agneau (Silverman et al., 1989). In vivo,
I’administration de GHRH synthétique stimule la libération de GH de fagon dose dépendante
dans la plupart des espéces dont le mouton (Miiller., 1987). Comme dans les autres especes,
les injections répétées de GHRH, chez le mouton adulte, induisent une diminution progressive
de la réponse somatotrope (Della-Ferra et al., 1986).

La GHRH exerce son action sur I’hypophyse grace a des récepteurs membranaires des
cellules somatotropes. Le récepteur de la GHRH est couplé aux protéines G qui activent
I’adénylate cyclase. Celle-ci catalyse la formation d’AMPc permettant, aprés une cascade
d’activation, de stimuler la transcription du geéne de la GH. Le calcium intracellulaire est
également un messager essentiel de la transduction du signal des récepteurs de la GHRH

(Chen et al., 1994) et donc de la sécrétion de la GH.

11.2.2 LA SRIH

La SRIH est un peptide cyclique de 14 acides aminés (Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-
Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys) trés largement distribué dans le systéme nerveux central.
Une autre forme de 28 acides aminés existe au niveau du pancréas et du tube digestif, mais

celle-ci interviendrait peu dans la régulation de la sécrétion de la GH.
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Au niveau du SNC, la SRIH est synthétisée notamment dans les neurones
hypophysiotropes du noyau paraventriculaire de 1’hypothalamus. L’hormone est ensuite
libérée par les terminaisons nerveuses de ces neurones au niveau de I’éminence médiane dans
le sang porte hypothalamo-hypophysaire. Sa distribution est ubiquitaire. On peut la retrouver
dans de nombreux organes périphériques comme le pancréas, 1’estomac, I’intestin, la thyroide,
les glandes salivaires, les reins (Taniyama et al., 2005). Sa sécrétion hypothalamique est
pulsatile.

La somatostatine est un facteur hypothalamique inhibiteur de la sécrétion de la GH
(Davis., 1975). In vitro, la SRIH n’a aucun effet sur la transcription du gene de la GH
(Barinaga et al., 1985), et n’exerce pas d’effet direct sur la synthése de GH (Fukata et al.,
1985). En revanche, ’incubation de cultures de cellules hypophysaires de rat avec la SRIH
entraine une diminution significative de la sécrétion basale de la GH et de la sécrétion induite
par la GHRH (Fukata et al., 1985). In vivo, Davis (1975) a montré qu’une perfusion iv de
SRIH (Img/min) pendant 1 heure ne modifiait pas le profil sécrétoire de la GH chez la brebis.
En revanche, cette étude a montré qu’une perfusion de SRIH a Smg/min diminuait la sécrétion
basale de GH et la sécrétion de GH induite par la GHRH.

La SRIH agit uniquement sur la sécrétion de la GH en empéchant 1’exocytose des
granules sécrétoires, contrairement a la GHRH qui agit a la fois sur la synthése et la sécrétion.
La SRIH agit sur la sécrétion de la GH a travers différents mécanismes, incluant I’inhibition
du systeme adénylate cyclase (Michel et al., 1983 ; Bilezikjian et al., 1983) et
I’hyperpolarisation des canaux calciques (Yamashita et al., 1986). Calcium et AMPc voient
alors leur concentration cellulaire diminuer. Les effets biologiques de la SRIH s’exercent par

I’intermédiaire de récepteurs membranaires spécifiques couplés aux protéines Gs.

11.2.3 LA GH

La GH est une hormone polypeptidique de 191 acides aminés comportant 2 ponts di-
sulfures et composée d’une unique chaine. Chez I’homme et le mouton, il existe 2 formes de
GH, provenant toutes deux du méme gene : une forme longue majoritaire de 22 Kda et une
forme courte. Dans le plasma, la GH est présente sous différentes formes, elle peut étre libre,
a simple chaine ou complexée en polymeéres, ou associée a des protéines de transport (GHBP :

Growth Hormone Binding Protein).
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L’hormone de croissance est produite par 1’antéhypophyse. Elle stimule la libération
de I’IGF-I au niveau du foie. La GH a une sécrétion pulsatile chez tous les mammiferes y
compris ’homme (Miiller., 1987 ; Herman-Bonert et al., 1995). Cette sécrétion pulsatile est
primordiale pour la plupart des activités biologiques (Hochberg et al., 1991). Chez ’homme
et le mouton, contrairement au rat, les pics de concentration de GH ne surviennent pas a des
intervalles réguliers et ne sont pas prévisibles (Davis et al., 1977).

La GH a un temps de demi-vie d’environ 43 minutes chez le mouton (Laurentie et al.,
1987). Comme la plupart des hormones peptidiques, son catabolisme est hépatique.

Le récepteur de la GH est une glycoprotéine quasi ubiquitaire. Il est présent en tres
grande quantité dans le foie, mais on le trouve aussi dans les tissus adipeux, les chondrocytes,
les thymocytes, les ovaires, le corps jaune, les poumons, le cceur, les reins, les fibroblastes, les

lymphocytes et bien stir dans I’hypothalamus.

11.2.4 L’IGF-I

L’IGF-I est un peptide de 70 acides aminés. Dans la circulation, on peut le trouver
libre ou li¢ de fagon réversible a des protéines spécifiques de liaison ou IGF-Binding Proteins
(IGFBPs). 11 existe 6 IGFBPs chez I’homme qui possédent des fonctions majeures essentielles
pour coordonner et réguler les activités biologiques des IGFs. Elles jouent le role de
transporteur des IGFs ; elles permettent de prolonger le temps de demi-vie des IGFs entre 5 et
7 heures chez I’agneau (Francis et al., 1988) et de réguler leur clairance métabolique ; elles
modulent I’interaction entre les IGFs et leur récepteur et ainsi contrdlent indirectement les
actions biologiques des IGFs (Jones et al., 1995). Les IGFBPs possédent aussi une action
directe sur le cycle cellulaire ou ’apoptose, en se liant a un récepteur cellulaire spécifique
(Jones et al., 1995 ; Firth et al., 2002 ; Perks et al., 2002 (1) et (2)).

La synthése d’IGF-I, majoritairement hépatique, est stimulée par la GH. La
concentration plasmatique d’IGF-I augmente progressivement avec 1’dge. Ainsi, chez les
ovins, la sécrétion de GH augmente a partir de 70 jours de gestation (15 ng/ml) jusqu’a la
période prépubere ou les taux circulants sont maximaux (300 ng/ml) (Blanchard et al., 1988).
Sa distribution est ubiquitaire ; on le trouve dans beaucoup de tissus comme le foie, les reins,
les muscles squelettiques, les gonades et dans la plupart des zones du cerveau notamment

I’hypothalamus, le liquide cérébrospinal et I’hypophyse.
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Il existe 3 types de récepteurs aux IGFs identifiés. Ces récepteurs sont des
hétérotétrameres de tyrosine kinase, similaires au récepteur de 1’insuline. Apres la liaison de
I’IGF-I a son récepteur, une autophosphorylation du récepteur (tyrosine) a lieu permettant
I’action de I’'IGF-1.

Seulement 2 types de récepteur reconnaissent spécifiquement les IGFs (Jones et al.,
1995) :

e le récepteur de I'IGF-I (IGFI-R) qui a un haut degré de similitude de structure avec le
récepteur a insuline et qui est le seul a assurer les fonctions biologiques de I’IGF-I. Ce
récepteur est présent dans la plupart des types cellulaires et notamment au niveau de
I’hypophyse et de I’hypothalamus.

e Le récepteur de I'IGF-II (IGFII-R) qui est identique au récepteur cation-indépendant
mannose-6-phosphate.

L’IGF-I peut également se fixer sur le récepteur a 1’insuline mais avec une moindre affinité.

Insulin=like Growth Factor (Somatomedin)

\. Disulphide bond

Figure S : Représentation en 3D de la structure tertiaire des IGFs. (D’apres le site internet

www.biochem.szote.u.szeged.chu).
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I1.3 SCHEMA DE REGULATION

I1.3.1 RETROCONTROLE DE L’AXE SOMATOTROPE

1. Intéraction GHRH et SRIH dans I’hypothalamus

Des données neuroanatomiques ont mis en évidence des interactions réciproques entre
les neurones 8 GHRH et a SRIH au niveau hypothalamique. Chez les bovins, les sécrétions de
la GHRH et de la SRIH ne sont pas indépendantes (West et al., 1997). Les neurones qui
sécretent la GHRH ont des synapses sur les cellules productrices de la SRIH et inversement.
Chez les bovins, il a été montré que la somatostatine agit sur la sécrétion de la GHRH en
exercant un controle négatif. Inversement, la GHRH stimule la production de somatostatine
(West et al., 1997). Des études ont également montré qu’une administration intraveineuse
d’un agoniste de la somatostatine chez le bélier diminuait la libération de GHRH dans le sang
porte hypothalamo-hypophysaire (Magnan et al., 1992). On observe donc un effet interactif
complexe entre la GHRH et la SRIH.

2. Rétrocontrole par les IGFs

Les IGFs exercent un rétrocontrole négatif sur I’axe somatotrope.

Des cultures de cellules hypophysaire de rat ont permis de montrer que I’IGF-I agissait
au niveau hypophysaire en inhibant la sécrétion basale de la GH (Namba et al., 1989), la
sécrétion induite par ’hormone thyroidienne triiodothyronine (T3) (Melmed et al ., 1986) et la
sécrétion induite par la GHRH (Ceda et al., 1987). A partir d’'un modéle de cultures de
cellules hypophysaires de chévre, il a €t€ montré qu'une concentration minimale d’IGF-I (100
ng/ml) était nécessaire pour supprimer la réponse hypophysaire induite par la GHRH (Katoh
et al., 2003). De plus, I’'IGF-I supprime la transcription du géne de la GH chez le rat (Namba
et al., 1989).

Des études in vitro, réalisées sur des cultures cellulaire d’hypothalamus de rat, ont mis
en évidence la participation de I’IGF-I au rétrocontrole négatif qui s’exerce au niveau du SNC
(Shibasaki et al., 1986, Berelowitz et al., 1981). L’ IGF-I stimule la libération de la SRIH et
inhibe la libération de la GHRH au niveau hypothalamique. En effet, Sato et al (1993) ont

montré qu’une administration intracérébroventriculaire d’IGF-I chez des rats augmentait
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I’expression des ARNm de la SRIH et diminuait I’expression des ARNm de la GHRH au
niveau hypothalamique. Cependant, pour certains auteurs, 1’implication des IGFs dans la
régulation centrale de la sécrétion pulsatile de la GH n’a pas été mise en évidence. Il a ainsi
¢té montré qu’une administration centrale d’IGF-I purifié, seul, n’entrainait aucun effet sur la
concentration sanguine de GH chez le rat (Zeev Harel et al., 1992). Ce défaut d’action
centrale de I'IGF-I est compatible avec les résultats obtenus par Spencer sur le mouton
(Spencer et al., 1991). A l’opposé, une étude a montré qu’une administration
intracérébroventriculaire d’IGF-I et d’IGF-II induit une suppression marquée de la sécrétion
de la GH, 3 a 6 heures aprés ’injection chez le rat (Zeev harel et al., 1992). Ces derniers
résultats suggerent que le rétrocontréle central de la sécrétion de la GH pourrait provenir
d’une action synergique d’IGF-I et d’IGF-II mais ceci reste encore a vérifier.

Bien qu’une administration intracérébroventriculaire d’IGF-I chez des brebis
n’entraine aucun effet sur la libération de la GH, la perfusion intraveineuse d’IGF-I induit une
diminution des concentrations plasmatiques en GH pendant plus de 6 heures (Fletcher et al.,

1995).

3. Régulation nerveuse centrale

La régulation de I’axe somatotrope fait aussi intervenir d’autres facteurs centraux. Les
noyaux hypothalamiques, qui contiennent les neurones a GHRH et SRIH, recoivent des
afférences nerveuses cholinergiques, noradrénergiques et sérotoninergiques.

Les voies noradrénergiques et cholinergiques sont les 2 voies centrales les plus
importantes dans la régulation de sécrétion de la GH.

En ce qui concerne la voie noradrénergique, 1’administration de noradrénaline inhibe
la sécrétion de GH par I’intermédiaire des récepteurs B adrénergiques tandis que les récepteurs
a2 adrénergiques sont impliqués dans la stimulation de la sécrétion de GH. La stimulation de
cette sécrétion par un agoniste des récepteurs 02 adrénergiques chez le mouton résulte en
partie d’une augmentation de sécrétion de la GHRH dans le systéme porte (Magnan et al.,
1994).

L’activation de la voie cholinergique, via ses récepteurs muscariniques, exerce un effet
stimulateur sur la sécrétion de la GH par 1’intermédiaire de 1’augmentation de production de

la GHRH chez le mouton (Magnan et al., 1993).
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I1.3.2 FACTEURS DE REGULATION DE LA SECRETION DE LA GH
OVINE

1. Influence de la photopériode

Dans les conditions de photopériode naturelle, 1’aire sous la courbe des concentrations
plasmatiques en GH décroit significativement de janvier a février et augmente
significativement d’avril a juin chez le bélier (Barenton et al., 1983). L’utilisation de régimes
lumineux artificiels a mis en évidence chez des béliers, un effet significatif positif de la durée
d’éclairement quotidien sur les concentrations plasmatiques de GH (Barenton et al., 1987) ;

plus la durée d’éclairement est longue plus la sécrétion de GH est importante.

2. Influence du rythme biologique

Des travaux réalisés chez la brebis ont permis de mettre en évidence une augmentation
des concentrations plasmatiques de la GH entre les repas ; la prise de nourriture entrainait au
contraire une chute des concentrations plasmatiques de la GH (Driver et al., 1981). Chez
I’agneau, des concentrations de GH plus ¢€levées sont observées lors des phases de repos en
relation avec les phases de sommeil a ondes lentes, en I’absence de prise de nourriture et de

rumination et lorsqu’ils sont en position couchée (Laurentie et al., 1989).

3. Influence de I’dge

La sécrétion de la GH diminue avec 1’age chez I’homme (Iranmanesh et al.1991). Pour
I’ensemble des mammiferes, la sécrétion maximale de la GH est observée lors des phases de
croissance. A 1’opposé, la sénescence est accompagnée d’une diminution des concentrations
plasmatiques de GH. Plusieurs mécanismes sont proposés : une diminution de sécrétion et/ou
d’action de la GHRH, une augmentation d’action et/ou synthése de la SRIH, une

augmentation de la sensibilité au rétrocontrole négatif de I’'IGF-1 (Chapman et al., 1997).

4. Régulation métabolique

La sécrétion de GH est plus élevée chez des individus maigres que chez des individus

obéses. La restriction alimentaire entraine une augmentation de la sécrétion de GH chez le

32



mouton (Driver et al., 1981) alors qu’une prise alimentaire ad libitum entraine une baisse de la

concentration en GH plasmatique (Landefeld et al., 1989).

Dés 1972, DAVIS a montré les effets stimulateurs sur la sécrétion de la GH chez le
mouton d’un acide aminé en particulier, I’arginine (Davis et al., 1972). Une étude plus récente
a confirmé I’effet stimulateur de I’arginine et des acides aminés acidiques en général. L’effet
le plus intense sur la sécrétion de GH est attribué a 1’acide aspartique (Kuhara et al., 1991).

Les acides gras inhibent la sécrétion de GH dans de nombreuses espéces dont le
mouton (Sartin et al., 1988). En effet, une perfusion d’acides gras libres a des brebis pendant
8 heures entraine une diminution des concentrations plasmatiques de GH et une diminution de
la fréquence des pics de sécrétion. Ceci est dii au fait que les acides gras libres augmentent la
sécrétion de la SRIH dans le sang porte hypothalamo-hypophysaire et exercent aussi une

action inhibitrice au niveau hypophysaire (Briard et al., 1998).

5. Modification de la sécrétion de la GH par diverses hormones

Les hormones androgenes (testostérone) et oestrogenes stimulent la production de la
GH. DAVIS (Davis et al., 1977) a montré qu’en traitant des agneaux avec de la testostérone

ou des oestrogenes de synthese, la production de GH était augmentée pendant 12 heures.

In vitro, sur des cultures hypophysaires de mouton, SARTIN a montré que le cortisol
inhibe la libération de la GH (Sartin et al., 1994). Cependant, il faut bien différencier un
hypercorticisme aigu d’un hypercorticisme chronique. Un stress modéré d’« isolement-
contention », imposé a des béliers, entraine un hypercorticisme aigu conjointement a une
¢lévation des concentrations plasmatiques de GH due a une augmentation de sécrétion de la
GHRH (Cataldi et al., 1994). Certains auteurs ont suggéré que cette ¢lévation de la
cortisolémie pourrait étre a 1’origine de la stimulation de I’axe somatotrope. En revanche, lors
d’un hypercorticisme chronique, comme dans le syndrome de Cushing chez ’homme, une
diminution de la libération de la GH est observée (Wajchenberg et al., 1996).

Des ¢études, menées a I’école vétérinaire de Toulouse, sur la brebis en phase clinique
de tremblante ont montré 1’existence d’un hypercorticisme chronique de méme qu’une
augmentation de la sécrétion de GH. Toutefois, aucune relation de cause a effet entre ces deux

perturbations endocriniennes n’a été établie.
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L’effet de I’insuline sur la sécrétion de GH est trés controversé car selon certains
auteurs, 1’insuline exercerait un rétrocontrole négatif sur la sécrétion de GH (Dutour et al.,
1997). Ce rétrocontrdle est peu efficace car il nécessite de trés forte concentration d’insuline.
D’autres travaux font état d’une stimulation de la sécrétion de GH par ’insuline chez des

brebis en état de jeline et soumises a de trés faibles doses d’insuline (Jaffe et al., 1999).

Les hormones thyroidiennes stimulent la sécrétion de GH dans de nombreuses especes

(rat, mouton, homme) (Giustina et al., 1995).
La leptine est une hormone produite par les adipocytes. Cette hormone exerce une

action positive sur la sécrétion de GH au niveau hypothalamique chez les ovins. (Morrison et

al., 2001 ; Nagatani et al., 2000).

11.4 ROLE ET FONCTION DE I’AXE SOMATOTROPE

I1.4.1 FONCTIONS DE LA GH (Herman-Bonert et al., 1995)

La GH joue un rdle essentiel dans la croissance du squelette et des tissus mous et
participe aux régulations métaboliques. Alors que ses effets sur le métabolisme lipidique et
glucidique sont essentiellement directs, ses effets sur la croissance et 1’anabolisme protidique

sont en grande partie indirects, médiés par I’action de I’IGF-I.

De fagon indirecte, la GH augmente I’activité des cartilages de conjugaison et le
renouvellement du collagéne (hydroxyprolinurie). Elle joue un rdle fondamental sur la
croissance staturo-pondérale post natale. La GH posséde une importante action anabolisante,

elle stimule la synthése protéique, positive la balance azotée et augmente la masse musculaire.

Par un effet direct, I’administration prolongée de GH entraine une hyperglycémie et
une lipolyse. La GH antagonise 1’action de I’insuline a la fois au niveau hépatique et au
niveau des tissus périphériques, elle diminue I’utilisation de glucose. Elle augmente la
lipolyse et diminue la lipogenése. Elle stimule la lipase hormonosensible augmentant ainsi le
taux d’acides gras libres et de glycérol et elle augmente la cétogénése. Elle modifie ainsi la

composition corporelle augmentant la masse maigre et diminuant la masse grasse.
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I1.4.2 FONCTIONS DES IGFS

In vitro, les IGFs sont connus pour étre des facteurs de progression dans le cycle
cellulaire et permettre la synthése d’ADN et la réplication cellulaire. En effet, une stimulation
par I'IGF-I entraine une réponse mitogéne dans la plupart des cellules (chondrocytes,
ostéoblastes, kératinocytes, cellules folliculaires thyroidiennes, cellules musculaires lisses...)
(Jones et al., 1995 ; Lowe., 1991). Complémentairement a leur effet sur la prolifération
cellulaire, les IGFs peuvent inhiber la mort cellulaire. Cette fonction anti-apoptotique des
IGFs est assurée et contrdlée par I'IGFI-R, indépendamment de sa capacité a transmettre les
signaux mitogenes. Cette action est surtout mise en évidence sur des cellules
hématopoiétiques (Jones et al., 1995). Les IGFs induisent aussi la différenciation cellulaire.
Florini et coll (1996) ont démontré que les IGFs sont des inducteurs de la différenciation
terminale des myoblastes et que les myoblastes eux-mémes assuraient leur propre
différenciation en synthétisant des IGF-II.

In vivo, I’administration iv d’IGF-I pur entraine un effet rapide sur les concentrations
plasmatiques de glucose comparable a 1’insuline. Sur des rats normaux, un bolus de 20 pg
d’IGF-I entraine une hypoglycémie immédiate ainsi qu’une stimulation de la synthése de
glycogene. En revanche, I’administration de 20 pg d’IGF-II a pour effet une hyperglycémie
non expliquée (Zapf et al., 1986). Les effets hypoglycémiants de I’IGF-I ne deviennent
manifestes que si les protéines spécifiques de transport de ’'IGF-I sont saturées, et que les
concentrations en IGF-I libres atteignent des concentrations assez importantes pour stimuler
les organes cibles de I’insuline. Un bolus de 20 pg d’IGF-I sature temporairement les
protéines plasmatiques de transport, I’IGF-I libre agit alors trés rapidement sur les récepteurs
a insuline et a IGF dans les tissus cibles de I’insuline. En revanche, une perfusion d’IGF-I a
4.3 pg/h sur des rats, n’a pas entrainé d’hypoglycémie, car plus de 96 % de I’IGF-I circulaient
sous forme liée (Schoenle et al., 1985).

Un effet anabolique de I'IGF-I sur la synthése protéique a également été mis en
¢vidence chez le rat (Thomas., 1992).

Enfin, une surexpression de I'IGF-I chez des souris transgéniques a entrainé une
diminution de D’expression de la GH de 60% reflétant le rétrocontrole négatif sur la

production pituitaire de GH (Mathews et al., 1988).

L’axe somatotrope joue également un rdle primordial dans le développement et

I’homéostasie du SNC que nous allons aborder dans la partie suivante.
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III. FONCTION SOMATOTROPE ET SYSTEME
NERVEUX CENTRAL

I11.1 FONCTION SOMATOTROPE ET DEVELOPPEMENT DU SNC

La GH est impliquée de facon indirecte, via I'lGF-I, dans le développement du
cerveau, la my¢linisation, 1’arborisation neuronale et la différenciation gliale.

L’IGF-I est un facteur neurotrophique favorisant la prolifération neuronale,
I’arborisation dendritique, la synaptogénese ainsi que la différenciation pendant le
développement du cerveau. L’IGF-I a des effets trophiques sur les oligodendrocytes, il
stimule la myélinisation et régule les mécanismes immunitaires (Jones et al., 1995 ; Lowe,
1991). La surexpression de I’IGF-I dans le cerveau de souris montre un sur-développement du
cerveau avec une augmentation de poids de 20 a 85% de son poids normal. Au contraire,
I’inhibition de I’expression du gene de I’'IGF-I chez des souris conduit a une diminution de
40% de la taille du cerveau adulte. L’IGF-I peut donc influencer le développement du cerveau

surtout au niveau du cortex cérébral et du cerebellum.

I11.2 FONCTION SOMATOTROPE ET NEUROPROTECTION

[11.2.1 GH ET NEUROPROTECTION

Scheepens et coll (2001) ont montré que la GH était impliquée dans la neuroprotection
durant les accidents cérébraux entrainant hypoxie et ischémie. En effet, la concentration de
GH augmente dans le cerveau chez le rat dans les jours suivant I’accident.

L’administration icv de GH est capable de réduire la perte de cellules li¢e a I’accident
ischémique. Dans ce cas, la GH a une action directe ne dépendant pas de I’'IGF-I.

Un traitement a la GH lors d’accident ou de briilure sévére peut induire 1’expression de
suppresseurs des voies de signalisation des cytokines (SOCS) surtout pendant la phase aigué.
La GH induit, par I’intermédiaire de 1’augmentation de I’expression des SOCS, une inhibition
de la synthése protéique (notamment les cytokines) caractéristique de la réponse hépatique
lors d’accidents (Wu et al., 2003). In vitro, I’'incubation de fibroblastes de souris avec la GH

induit préférentiellement I’expression rapide et transitoire des ARNm des SOCS 3. Ceci est
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aussi observé in vivo sur des foies de souris apres injection intra péritonéale de GH (Adams et
al., 1998).
La GH pourrait donc aider, par I’expression de SOCS 3, a contenir les effets déléteres d’une

exposition prolongée du cerveau aux cytokines.

I11.2.2 IGF-I ET NEUROPROTECTION

L’IGF-I a un rdle neuroprotecteur majeur. A ce titre, il intervient comme facteur de
survie dans plusieurs conditions ou maladies neurodégénératives comme des traumatismes
craniens, la maladie d’Alzheimer ou encore la sclérose multiple (Ostlund et al., 2001, Dore et
al., 1997). L’effet neuroprotecteur de I'IGF-I a été mis en évidence sur des cultures
neuronales de rats. En effet, I’IGF-I inhibe la neurotoxicité induite par le dépot de famyloide,
en bloquant certaines étapes de l’apoptose et/ou nécrose cellulaire, et permet la survie
neuronale (Dore et al., 1997).

L’IGF-I module la neurogénése chez des rats adultes et augmente 1’excitabilité
neuronale (Aberg et al., 2000).

In vitro, I’'lGF-I protége les neurones de I’apoptose induite entre autre par le stress
oxydatif (Heck et al., 1999). Le stress oxydatif, initié¢ par les prostaglandines et cytokines pro
inflammatoires, contribue a la mort cellulaire dans les maladies neurodégénératives telles que
la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson (Horsburgh et al., 1994 ; Sagara et al.,
1998).

De plus, avec I’age, on assiste a une réduction des concentrations de I’IGF-I dans le
sérum et le cerveau, ce qui constitue un facteur de risque pour les maladies
neurodégénératives. Associé a cette diminution des concentrations d’IGF-I, on observe une
augmentation du dépdt des amas Pamyloide dans le cerveau (Arvat et al., 2000). Ces données
peuvent suggérer I’existence d’une relation entre la diminution des concentrations d’IGF-I et
I’accumulation de plaques amyloides caractéristique de certaines maladies neurodégénératives
comme la maladie d‘Alzheimer. En accord avec cette hypothese, une diminution de 60% des
concentrations circulantes d’IGF-I, obtenue par manipulation génétique, est associée a un
dépot important de plaques amyloides chez des souris mutantes (Carro et al., 2002). De
méme, la quantit¢ d’amyloides dans le cerveau de souris agées a pu étre diminuée par
I’administration d’IGF-I (Carro et al., 2002). Cette relation entre IGF-I et plaques de

Bamyloide suggere que I’IGF-I est capable d’induire 1’élimination des amas amyloides hors
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du cerveau. L’IGF-I pourrait agir au niveau de la barriére cérébrospinale en améliorant sa
perméabilité aux protéines ligands de Pamyloides comme 1’albumine et la transthyrétine et
ainsi favoriser le transport de ces amas amyloides hors du cerveau (Carro et al., 2002).
Cependant, cet effet neuroprotecteur de I'IGF-I peut é&tre altéré par le
TNFa, une cytokine pro-inflammatoire neurotoxique intervenant dans les mécanismes de
neurodégénérescence impliqués dans différentes pathologies du SNC, dont la maladie
d’Alzheimer, la sclérose multiple ou I’ischémie cérébrale... (Venters et al., 1999). Une faible
quantité de cette cytokine diminue la survie induite par I’'IGF-I, de cultures neuronales de rats
(Venters et al., 1999). Le TNFa empécherait donc les effets neuroprotecteurs de I’IGF-I et en
particulier 1I’élimination des amas famyloides. Cette cytokine agit en bloquant le passage de la
barriere cérébrospinale de 1’albumine et de la transthyrétine (Carro et al., 2002). Plus
généralement, les prostaglandines et les cytokines pro-inflammatoires, qui augmentent avec
I’age (Bruunsgaard et al., 2001), participent a ’amyloidose (Brugg et al., 1995) et accélerent
la neurodégénérescence en modulant et antagonisant 1’action neuroprotectrice de 1I’'IGF-I

(Carro et al., 2002).

L’axe somatotrope est largement impliqué dans des mécanismes de neuroprotection et
de maintien de I’homéostasie du SNC. L’altération de cet axe, rapportée dans les maladies a

prion, pourrait donc avoir une signification physiopathologique trés importante.
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IV. ALTERATION DE LA FONCTION
SOMATOTROPE ET TREMBLANTE

IV.1 MODIFICATION DES CONCENTRATIONS ET SECRETION DE GH
CHEZ LES ANIMAUX ATTEINTS DE TREMBLANTE

La tremblante est associée a des altérations de sécrétion de GH.

La concentration moyenne de la GH plasmatique est 2 a 3 fois plus élevée chez les
ovins tremblants que chez les ovins sains (Viguié et al., 2004). Cette augmentation des
concentrations de GH résulte en partie d’une augmentation de la fréquence des pulses de GH.
Ce dernier résultat suggére I’implication de mécanismes nerveux centraux. En revanche, ni
I’amplitude des pulses ni la moyenne des pulses n’étaient différentes entre les groupes (Viguié
et al., 2004).

Une stimulation de la sécrétion de GH est souvent observée durant les phases initiales
des maladies aigués. L’augmentation des concentrations de GH, dans les pathologies
associées a un sévere catabolisme et une malnutrition, serait une des composantes clefs de la
réponse endocrine initiale au stress. Par exemple, la stimulation de la sécrétion de GH dans les
maladies aigués entraine une lipolyse directe, un antagonisme de I’effet de 1’insuline et une
stimulation de I’immunité (Van Den Berghe., 2002).

L’altération de la sécrétion de la GH peut résulter d’un dysfonctionnement des
mécanismes de régulation de I’axe somatotrope, en particulier au niveau des interactions entre
la GH et 'IGF-I. Ainsi, dans certaines pathologies associées a un catabolisme sévere, les
régulations de la sécrétion de GH et d’IGF-I semblent étre dissociées du fait de 1’instauration
d’un état de résistance a la GH. Ainsi, la sécrétion de I’IGF-I échapperait a la stimulation de la
GH et il en résulterait une diminution des concentrations d’IGF-I. Une réduction du
rétrocontrole négatif de ’IGF-I sur la sécrétion de GH pourrait alors intervenir entrainant une
augmentation des concentrations de GH (Van Den Berghe., 2002). Chez la brebis atteinte de
tremblante, on ne note pas de diminution des concentrations plasmatiques de I’IGF-I
caractéristique de cet état de résistance acquise a la GH (Viguié et al., 2004). Cependant, les
concentrations d’IGF-I ne sont pas plus élevées chez les brebis tremblantes présentant une

augmentation de fréquence des pulses de GH. Ces résultats suggerent un certain degré de
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dissociation entre la sécrétion de la GH et de I'IGF-I chez les animaux tremblants. En
I’absence d’évaluation directe de la réponse de I'IGF-I a I’action stimulatrice de la GH,
I’hypothése de résistance acquise a la GH chez les ovins tremblants, ne peut pas étre
totalement écartée.

Une autre hypothése qui pourrait expliquer ces résultats serait une diminution de
I’efficacité du rétrocontrole négatif de I'IGF-I et plus généralement une perte d’action de
I’IGF-I. Certains résultats in vitro, présentés dans la partie suivante, sont cohérents avec ce
déficit d’action de I'IGF-I et donc avec I’hypothése d’une diminution des effets

neuroprotecteurs de I’IGF-I chez les animaux tremblants.

IV2 ALTERATION DE TLA FONCTION DE I’IGF1I ET
NEURODEGENERESCENCE DANS LA TREMBLANTE

Certains résultats (Ostlund et al., 2001) suggerent qu’une altération de 1’expression
et/ou de la fonction des récepteurs a I’'IGF-1, qui contribuent a la survie neuronale, pourrait
favoriser la neurodégénérescence observée dans la tremblante.

Des expériences, menées sur des lignées de neuroblastomes infectés par la tremblante
pour étudier 1’expression et la fonction du récepteur a I’'lGF-I (IGFI-R), ont mis en évidence
une altération de ce récepteur. L’infection des cellules par la PrPsc entraine une augmentation
de I’expression du géne du récepteur, se traduisant par une augmentation des ARNm de
I’IGFI-R. Malgré I’augmentation de I’expression du récepteur, on peut observer une
diminution de 80% de fixation de ’IGF-I a son récepteur. La diminution de la liaison avec le
récepteur a été attribuée a une diminution de I’affinité du récepteur pour I’'IGF-1. Ostlund et
coll (2001) ont aussi montré la possibilité d’une altération du signal de transduction de la
cellule une fois I’IGF-I 1i¢ a son récepteur. Ces résultats suggérent qu’une altération du
récepteur a IGF-I (expression et affinité de liaison) et une altération du signal de transduction
de I'IGFI-R pourraient étre observées au niveau du SNC de béliers atteints de tremblante, et
pourraient favoriser le processus de neurodégénérescence par un déficit des effets

neuroprotecteurs médiés par ’IGF-I.
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OBJECTIF ET HYPOTHESES

L’étroite relation entre homéostasie endocrinienne et intégrit¢é du SNC a motivé notre
intérét pour 1’étude des altérations endocriniennes dans les pathologies neurodégénératives a
prion. Cette étude a été menée dans le but de mieux comprendre la physiopathologie de ces
affections.

Afin de mener a bien ce projet, un axe endocrinien devait étre choisi avec pertinence.
Notre choix s’est porté sur la fonction somatotrope étant donné son rdle primordial a la fois
comme facteur clé de 1’équilibre métabolique, potentiellement trés perturbé dans les
pathologies neurodégénératives chroniques, et comme acteur important pour le maintien et la
protection du SNC. De plus, nous savions que cette fonction était altérée chez les animaux
atteints d’une encéphalopathie a prion naturelle : la tremblante. Une nette augmentation de la
sécrétion de GH, procédant en partie de mécanismes nerveux centraux, a en effet pu étre mise
en évidence chez des ovins atteints de tremblante naturelle, sans qu’aucun mécanisme n’ait pu
étre démontré.

L’objectif de ce travail était donc de contribuer a la compréhension des mécanismes
sous-jacents de la stimulation de la sécrétion de GH chez les animaux tremblants.
L’IGF-I est un maillon clé de la régulation de 1’axe somatotrope, il exerce un rétrocontrole
négatif sur la sécrétion de GH. Une altération des fonctions de régulation de I’IGF-I pourrait
donc étre a 1’origine de 1’augmentation des concentrations de GH. De plus, ’IGF-I joue un
role neuroprotecteur trés important. Tout déficit de ces actions pourrait donc constituer un

facteur aggravant des processus de neurodégénérescence observés dans les maladies a prion.

Cette theése constitue la phase initiale d’une série d’expérimentations visant a vérifier
I’hypothese générale selon laquelle I’augmentation de sécrétion de GH serait due a un défaut
d’action de I'IGF-I. En corollaire, une autre hypothése a été émise : 1’augmentation de

sécrétion de la GH pourrait étre due a une sensibilité hypophysaire accrue a la GHRH.

Afin de vérifier notre hypothése principale, des explorations fonctionnelles in vivo ont
permis d’évaluer le degré d’altération de I’efficacité de I’IGF-I. Pour cela, le rétrocontrdle
négatif de I'IGF-I sur la sécrétion de GH a été étudié comme marqueur de 1’action de I’'IGF-I,

sur des béliers sains et tremblants.
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ETUDE EXPERIMENTALE

I. MATERIELS ET METHODES

I.1 GENERALITES

[.1.1 ANIMAUX

Les expériences ont été réalisées avec dix béliers de race Romanov provenant de la

station expérimentale INRA 65 (domaine de Langlade) : 5 béliers homozygotes VRQ/VRQ
aux codons 136, 154 et 171 du géne Prnp, trés sensibles a la tremblante et 5 béliers de
génotype résistant ARR/ARR. En général, pour cette souche de tremblante et cette race
d’ovin, la maladie se déclare vers 18 mois. Les animaux, nés au printemps 2003, sont arrivés
a PENVT vers ’age de 7-9 mois pour I’expérimentation. A ce moment la, les animaux ne
présentaient pas de signe clinique. Les symptomes chez les animaux malades, de génotype
sensible, se sont déclarés vers juillet 2004. L’entrée en phase clinique était mise en évidence
par I’observation de prurit persistant.
Les animaux ont été¢ hébergés par groupe de 5 dans des boxes collectifs et ont re¢u une ration
d’entretien (concentré 200g par animal 2 fois par jour + eau et foin ad libitum). Le régime
alimentaire a ¢ét¢ mis en place au minimum 2 semaines avant 1’expérimentation. La
distribution de concentré a été effectuée a la méme heure chaque jour. Les animaux étaient
exposés a la photopériode naturelle.

Les béliers ont été euthanasiés a la fin des expériences, et le diagnostic de tremblante
chez les animaux sensibles a été¢ confirmé par histopathologie.

Toutes ces manipulations ont été réalisées au sein de 'UMRI181, sous I’agrément du

ministere de 1’agriculture numéro 001889.

[.1.2  PRELEVEMENTS DE SANG ET TRAITEMENT DES
ECHANTILLONS
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Pour les séances de prélévements, les animaux étaient placés la veille dans des boxes
individuels. Ils étaient mis a jeun au moins 24 heures avant I’expérimentation afin de stimuler
la sécrétion de GH.

Les encolures étaient tondues la veille pour la mise en place des cathéters stériles (Vygon) et
héparinés (Héparine Roche) dans chacune des veines jugulaires.

Les prélévements étaient réalisés avec des seringues de 2 ml a usage unique. Le cathéter était
rincé aprés chaque prélévement avec 1 ml de sérum physiologique. Le sang était récupéré
dans des tubes sur héparinate de lithium et dans des tubes secs pour le dosage des IGF-1.

Les tubes étaient ensuite centrifugés pendant 10 minutes a 3000 g.

Les plasmas étaient répartis en fractions aliquotes de 500 pl. Les aliquots étaient conservés a
-20°C jusqu’au moment de la réalisation des dosages.

En ce qui concerne 1’évolution des concentrations de GH en fonction du temps, les
prélevements bi-hebdomadaires étaient réalisés par ponction veineuse sur héparinate de

lithium.

[.1.3 SOLUTIONS UTILISEES

L’IGF-I utilisée ¢tait une IGF-I recombinante humaine perfusée par voie iv a 1’aide
d’une pompe portable placée sur le dos de I’animal. L’IGF-I était fournie gracieusement par
Genentech (San Fransisco, USA) sous forme d’une solution meére a 10 mg/ml. Cette solution
¢tait diluée extemporanément dans du sérum physiologique pour atteindre une concentration
de 160 ug/ml. Le débit de la pompe était ajusté au poids de 1’animal de fagon a délivrer 14 pg
d’IGF-I/kg/h.

Le solvant utilisé était le solvant de la solution mére selon la composition fournie par
Genentech et dilué dans les mémes proportions dans du sérum physiologique.

La GHRH, sous forme de poudre (Bachem ovine-caprine), a ¢été reconstituée
extemporanément dans du sérum physiologique stérile et apyrogeéne, pour obtenir une solution
mere a 1 mg/ml. La solution a injecter était obtenue par dilution au 1/100 de cette solution

mere donnant alors une solution a 10 pg/ml. La dose administrée était de 0.7 pg/kg.

1.2 PROCEDURE EXPERIMENTALE

[.2.1 SUIVI DES ANIMAUX
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1. Evolution des poids corporels

Tous les animaux ont été pesés des leur arrivée (le 15/10/2003) puis régulierement

avec des intervalles compris entre 15 jours et 1 mois jusqu’a la fin de 1’expérience.

2. Suivi bihebdomadaire des concentrations plasmatiques de GH

Tous les animaux ont fait I’objet de prélévements de sang, obtenu par ponction directe

de la veine jugulaire, recueilli sur héparinate de lithium, 2 fois par semaine des leur arrivée en

octobre 2003 (période préclinique) et jusqu’en février 2005, pour un suivi de 1’évolution des

concentrations plasmatiques de GH.

1.2.2 EFFET DE L’IGF-I SUR LA SECRETION DE LA GH

Les 10 béliers ont été répartis en 3 lots équilibrés contenant chacun autant d’animaux

tremblants que de sains. Chaque bélier a recu les deux traitements (IGF-I, solvant) a deux

semaines d’intervalle et selon un plan en cross-over (tableau 1).

Béliers Statut Session 1 Session 2
1 tremblant Solvant IGF-I )
2 sain Solvant IGF-1
> Lot 1
3 tremblant IGF-1 Solvant
4 sain IGF-1 Solvant D
5 tremblant Solvant IGF-I )
: IGF-1
6 sain Solvant UL Lot 2
7 tremblant IGF-1 Solvant
8 sain IGF-1 Solvant _/
9 tremblant Solvant IGF-1
- Lot 3
10 sain Solvant IGF-1

Tableau 1: Protocole experimental.
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Ce plan expérimental a été appliqué aux mémes animaux a deux périodes :
(1) en période préclinique, au mois de mars, sur des animaux agés de 12-14 mois et (2) en
période clinique des animaux sensibles (VRQ), au mois d’octobre, sur des animaux agés

d’environ 19-21 mois.

Au cours de chaque session, des prélevements de sang ont été réalisés toutes les 10
minutes, pendant 3 heures, avant la mise en place de la perfusion, puis toutes les 10 minutes
pendant les 3 heures de perfusion (IGF-I ou solvant). Aprés les 3 premicres heures de
perfusion, les animaux ont regu un bolus iv de GHRH a la dose de 0,7 pg/kg. Cette dose
induit un pic de GH d’ordre physiologique. La perfusion a ét¢ maintenue pendant 1 heure de
plus apres ’administration de GHRH. Les prélévements ont été effectués toutes les 5 minutes
pendant 30 minutes apres le bolus de GHRH. Enfin, les prélévements se sont poursuivis

toutes les 10 minutes jusqu’a 1 heure apres 1’arrét de la perfusion (figure 6).

Début de perfusion bolus Fin de perfusion
l GHlRH l
T-3h TO T+3h T+4h
T+5h
Fréquence des T T T \/
prélevements de sang 10min / 10min /5min  10min

Figure 6 : Protocole des prélévements de sang au cours d’une session.
Pendant cette expérience, la glycémie a été évaluée 3 fois durant la période controle ;

1, 2 et 3 heures apres le début de la perfusion ; aux temps 15min, 30min, 60 min apres le

bolus de GHRH et 1 heure aprés arrét de la perfusion.
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1.3 METHODE DES DOSAGES

1.3.1 DOSAGE DE LA GH

Le dosage de la GH a été réalisé par une technique radio immunologique (RIA ou
Radio Immuno Assay) par compétition. Deux anticorps ont été utilisés : un anticorps de lapin
anti GH ou Acl (NIH) et un sérum anticorps ou anti Acl (SMAL, INRA Nouzilly) contenant
des immunoglobulines de mouton anti IgG de lapin. La limite de détection était de 0.5 ng/ml.
Le coefficient moyen de variation intra dosage était de 4.9% et le coefficient de variation inter

dosage était de 10.5%.

1.3.2 DOSAGE DU GLUCOSE

La glycémie a été évaluée sur sang total. Elle a été mesurée extemporanément sur

bandelette a 1’aide d’un glucométre portable (Glucotrend®).

1.3.3 DOSAGE DE L’IGF-I TOTAL ET LIBRE

La concentration en IGF-I total a été évaluée toutes les heures de T= -120 min a T=
300 min. Les concentrations sériques d’IGF-I ont été évaluées par ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) a 1’aide d’un kit commercial (DSL-10-5600 ACTIVE ELISA®). Ce
test est un immunodosage de type sandwich qui comporte une étape avec révélation
enzymatique. Le dosage comprend une étape d’extraction simple en milieu acide, au cours de
laquelle ’IGF-I est séparé de ses protéines de transport dans le sérum. Dans ce dosage,
chaque standard, controle et échantillon a doser est mis en incubation avec des anticorps anti-
IGF-I marqués a la peroxydase de Raifort dans des puits de microtitration recouverts d’un
deuxiéme anticorps anti-IGF-I. Apres incubation et lavage, les puits sont incubés avec un
substrat de la peroxydase, la tétraméthylbenzidine (TMB) donnant lieu a une réaction colorée.
La densité optique, mesurée a 450 nm apreés ajout d’une solution d’arrét, est directement

proportionnelle a la concentration d’IGF-I présent.

La concentration en IGF-I libre a été évaluée de T=-120 min a T= 0 min pour établir

le niveau de base puis toutes les heures de T= 0 min a T= 300 min. Un kit commercial Elisa
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sans extraction préalable a été utilisé pour doser les concentrations en IGF-I libre. La limite de

quantification était de 0.5 ng/ml et le coefficient de variation intra dosage était de 20%.

1.4 ANALYSE STATISTIQUE DES RESULTATS

La variable analysée pour ¢étudier I’effet de la perfusion de ’IGF-I sur la sécrétion
spontanée de GH est le différentiel des concentrations moyennes (+ ET) de GH (moyenne
[GH] perfusion — moyenne [GH] base).

Tous les résultats sont présentés sous la forme de moyenne + écart-type. Les analyses
statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel SYSTAT 10.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA).

Les interactions entre statut pathologique, période et traitement ont été analysées par
une analyse de variance (ANOVA) pour mesures répétées. Nous avons utilis¢é un modele
linéaire avec les individus comme facteur aléatoire et le statut, la période, la session, le
traitement, la séquence d’administration des traitements et leurs interactions comme facteurs

fixes. Le modele d’analyse (mode¢le 1) ainsi établi est décrit par 1’équation suivante :

Modeéle 1

Y = p + statut; + séquence; + synthétiquey + individu; (synthétique)y + période,, +
session,, (période),, + traitement, + (traitement*statut),; + (traitement*période),, +

(traitement*période*statut),y,; + €

La variable synthétique est égale a statut*séquence. L’interaction séquence*traitement

n’est pas incluse dans 1’analyse car cet effet est confondu avec celui de la session.

La variable analysée pour étudier I’effet de la perfusion de ’IGF-I sur la sécrétion de
GH induite par la GHRH est le ratio des AUC des concentrations moyennes de GH obtenu
respectivement au cours de I’heure suivant I’administration de GHRH et au cours de I’heure
précédent I’administration. Le méme mod¢le statistique (modele 1), a été appliqué pour
analyser I’effet du statut pathologique, de la période et du traitement sur la réponse de la GH

au GHRH.
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Une fois ces analyses de variances effectuées, les interactions significatives ont été analysées

a I’aide de la méthode des comparaisons multiples avec la méthode de Fisher.

Le mod¢le statistique décrit précédemment (modele 1) a également été utilisé pour

analyser I’effet du statut pathologique, de la période et du traitement sur la glycémie.

L’effet du statut pathologique et du temps sur I’évolution des poids corporels a été
analysé par une analyse de variance (ANOVA) pour mesures répétées. Nous avons utilisé un
modele linéaire avec les individus comme facteur aléatoire et le statut, le temps et leur
interaction comme facteurs fixes. Le modele d’analyse (modéle 2) est décrit par 1’équation

suivante :

Modeéle 2

Y = p + statut; + temps; + individuy (statut); + (temps*statut);+ ¢

Le méme modele a été appliqué pour analyser 1’effet du statut pathologique et du

temps sur 1’évolution des concentrations moyennes de GH.
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II. RESULTATS

I1.1 SUIVIS DES ANIMAUX

II.1.1 EVOLUTION DES POIDS CORPORELS

L’¢évolution des poids corporels au cours du temps est décrite sur la figure 7.

Les animaux sains et tremblants en croissance prennent du poids jusqu’a fin juillet 2004. On
observe que, d’octobre 2003 a avril 2004, les courbes sont confondues. Au cours de cette
période, les GMQ (Gain Moyen Quotidien) + ET sont similaires : 93.9g + 60g/j pour les ovins
sains et 94.4g + 8lg/j pour les ovins tremblants. A partir du mois de mai, les courbes
divergent.

Ainsi, I’évolution des poids corporels des animaux au cours du temps est significativement
différente (interaction pathologie*temps, P<0.05) en fonction du statut pathologique.

A partir d’aotlit 2004, la moyenne des poids corporels des animaux sains et tremblants tend a
diminuer, reflétant probablement les variations saisonniéres. Les courbes évoluent en parallele

avec des poids plus faibles pour les tremblants.
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Figure 7 : Evolution des poids corporels (moyenne = ET) des béliers résistants (ARR, n=5) et
sensibles a la tremblante (VRQ, n=5) de 7 a 24 mois. La fleche indique le moment ou les
premiers signes cliniques ont été observés (Juillet 2004).

I1.1.2 SUIVI BI-HEBDOMADAIRE DES CONCENTRATIONS DE GH

L’évolution des concentrations plasmatiques moyennes de la GH au cours du temps
chez les ovins sains et tremblants est représentée par la figure 8.
L’évolution temporelle des concentrations de GH différe significativement en fonction de
I’état pathologique (interaction pathologie*temps, P< 0.01).
A Tinspection visuelle, les deux courbes sont quasiment superposables jusqu’a
approximativement fin septembre 2004 c’est a dire au moins 2 mois apres 1’apparition des
premiers signes cliniques. Pendant cette période, on ne note pas d’augmentation des
concentrations de GH. Par la suite, vers le 31/10/2004, la figure fait apparaitre une

augmentation transitoire des concentrations plasmatiques de GH chez les béliers tremblants.

100 Début phase clinique VRQ
= 10 A
E
o)
£
I
o 14
0 a A A Perfusions d'IGF1
27/9/03 5/1/04 14/4/04 23/7/04 31/10/04 8/2/05

date

Figure 8 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques en GH (moyenne + ET) chez
des béliers, entre 7 mois et 2 ans d’age, de génotype résistant a la tremblante (ARR) ou
sensible (VRQ). Les prélévements ont été réalisés deux fois par semaine.

11.2 EFFET DE L’IGF-1
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I1.2.1 GLYCEMIE

L’effet d’une perfusion d’IGF-I ou de solvant, associée a un bolus iv de GHRH, sur la
glycémie est illustré par la figure 9.

La perfusion de solvant n’entraine aucune modification de concentration en glucose
par rapport a la période de base (-120 a 0 min). En revanche, la perfusion d’IGF-I induit une
augmentation progressive de la glycémie (effet traitement P=0.003) quels que soient le statut
et la période. Il n’existe pas d’interaction avec le statut.

De facon assez surprenante, on observe un léger effet hyperglycémiant de I'IGF-I

(augmentation de 1% de la glycémie) chez les béliers tremblants et sains et aux deux périodes

de I’¢étude.
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Figure 9 : Glycémie (moyenne = ET) des béliers sensibles (VRQ) ou résistants (ARR) a la
tremblante pendant une perfusion de solvant ou d’IGF1 (14 pg/kg/h) réalisée en phase
préclinique (A) ou en phase clinique de tremblante (B) des animaux VRQ. La perfusion de
solvant (symboles ouverts) ou d’IGF1 (symboles fermés) a ét¢ maintenue pendant 4 heures de
t=0 min a t=240 min (aires grisées). La fleche, a t=180 min, indique le moment de
I’administration d’un bolus iv de GHRH a la dose de 0.7 pg/kg.
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I1.2.2 IGF-I TOTAL ET LIBRE

La figure 10 représente la concentration en IGF-I total chez les béliers sains et
tremblants en période clinique.

Apres le début de la perfusion d’IGF-I (a4 t=0 min), les concentrations en IGF-I total
ont doublé par rapport aux concentrations basales (t=-120 min a t=0 min) quel que soit le
statut de I’animal. Cette augmentation est survenue dans 1’heure qui a suivi le début de la
perfusion d’IGF-I. Ensuite, les concentrations en IGF-I total sont restées stables tout au long
de la perfusion.

La figure 11 représente les concentrations en IGF-I libre chez les béliers sains et
tremblants en période clinique. On ne note pas de différence entre les concentrations libres
d’IGF-I des béliers tremblants et sains. Etant donné que les concentrations totales et
concentrations libres en IGF-I sont similaires chez les animaux sains et tremblants, la fraction

libre n’est pas non plus différente entre les béliers sains et les tremblants.
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Figure 10 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques en IGF-I total (moyenne +
ET) chez des béliers résistants (ARR) ou sensibles (VRQ) a la tremblante avant et au cours de
la perfusion d’IGF-I (14 pg/kg/h) réalisée en phase clinique de tremblante. La perfusion
d’IGF-I (aire grisée) a été maintenue pendant 4 heures de t=0 min a t=240 min.
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Figure 11 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques en IGF-I libre (moyenne +
ET) chez des béliers sains (ARR) et tremblants (VRQ) avant et au cours de la perfusion
d’IGF-I (14 pg/kg/h) réalisée en phase clinique de tremblante. La perfusion d’IGF-I (aire
grisée) a ¢ét¢ maintenue pendant 4 heures de t=0 min a t=240 min.

II.3 EFFET DE L’IGF-I SUR LES SECRETIONS DE GH BASALES ET
INDUITES PAR LA GHRH EN PHASE PRECLINIQUE ET CLINIQUE DE LA
MALADIE

I1.3.1 EFFET DE LA PERFUSION D’IGF-I SUR LA SECRETION
SPONTANEE DE GH

La figure 12 représente les concentrations plasmatiques moyennes (= ET) de GH des
béliers sains et tremblants, avant et pendant la perfusion d’IGF-I ou de solvant et au cours de
la phase préclinique et clinique.

La figure 13 représente la différence entre les concentrations moyennes apres la
perfusion et les concentrations moyennes basales chez les béliers sains et tremblants en phase
préclinique et clinique.

La perfusion de solvant n’a induit aucun effet significatif sur les concentrations en GH
quel que soit le groupe ou la période.

Les concentrations moyennes en GH sous perfusion de solvant (t=0 min a t=180 min)
n’ont pas différé entre béliers sains et tremblants durant la période préclinique (7.4 £ 3.5
ng/ml vs. 7.8 £ 3.4 ng/ml). En revanche, lors de la période clinique, les concentrations

plasmatiques moyennes en GH (moyenne base + perfusion de solvant) ont ét¢ quasiment 2
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fois plus élevées chez les animaux tremblants que chez les animaux sains (14.3 £2.4 vs. 7.2 £+
1.6 ng/ml).

La perfusion d’IGF-I a diminué significativement les concentrations basales de GH
quels que soient le statut et la période (effet traitement P < 0.001).
Il existe un effet période (P=0.045). La réponse de la sécrétion de GH a I’IGF-I a été plus
importante en période clinique qu’en période préclinique. Les animaux tremblants répondent
mieux a la perfusion d’IGF-I en phase clinique qu’en phase préclinique.
Une interaction significative a été observée entre statut*période*traitement (P=0.008). L’ effet
traitement différe suivant le statut pathologique mais de facon dépendante de la période. En
fait, I’effet de ’IGF-I sur la sécrétion de GH (différentiel perfusion — base) a été plus
important chez les animaux tremblants que chez les animaux contrdles en période clinique
uniquement (P=0.022).

L’effet séquence n’a pas été significatif.
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Figure 12 : Effet d’une perfusion de solvant ou d’IGF-I recombinante humaine sur les
concentrations plasmatiques moyennes (= ET) de GH chez des béliers adultes de génotype
résistant (ARR) ou sensible (VRQ) a la tremblante. Les perfusions de solvant et d’IGF-I ont
été réalisées sur les mémes animaux a deux reprises par rapport a I’évolution de la maladie
chez les animaux VRQ : 1) phase préclinique (A) et 2) début de phase clinique (B). La GH a
¢été dosée dans des prélévements effectués toutes les 10 minutes, pendant 3 heures avant le

début de la perfusion et pendant 3 heures de perfusion de solvant ou d’IGF-I (aires grisées).
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Figure 13 : Différentiel des concentrations moyennes (+ ET) de GH en phase préclinique et
clinique (moyenne des concentrations en GH aprées perfusion d’IGF-I ou solvant) — (moyenne
des concentrations basales en GH) chez les tremblants (VRQ) et chez les contréles (ARR)

soumis a I’effet des perfusions de solvant ou IGF-I.

MOYENNES EN GH INDUITES PAR LA GHRH
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La figure 14 représente 1’évolution des concentrations plasmatiques moyennes (+ ET)
en GH des béliers ARR et VRQ, sous perfusion de solvant ou d’IGF-I, 1 heure avant le bolus
de GHRH puis 2 heures apres ce bolus.

Avant le bolus de GHRH, les concentrations en GH lors de la perfusion d’IGF-I
¢taient plus faibles que lors de la perfusion de solvant quels que soient le groupe et la période.
Ceci correspond aux résultats précédents.

L’injection de GHRH a entrainé un pic physiologique de GH net, immédiat et bref que
I’animal soit sous perfusion de solvant ou d’IGF-I. Les concentrations de GH ont ensuite
diminué progressivement pour revenir dans I’heure qui suivait aux concentrations initiales.
Les béliers sensibles et résistants, en phase préclinique ou clinique ont répondu de fagon

similaire au bolus de GHRH.

La figure 15 représente le ratio (= ET) des AUC des concentrations moyennes de GH
(AUC 1 heure post bolus GHRH / AUC 1 heure pré bolus de GHRH), sous perfusion de
solvant et d’IGF-I pour les animaux sains et tremblants. Sous solvant, quelle que soit la
période, la réponse de GH a cette dose de GHRH n’est pas modifiée par le statut
pathologique. L’effet statut pathologique n’est donc pas significatif.

De méme, il n’existe ni d’effet traitement, ni d’effet période significatif.
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Figure 14 : Effets d’une perfusion d’IGF-I recombinante humaine sur la sécrétion de GH
induite par le GHRH (indiqué par la fleche) (0.7 pg/kg iv a t=180 min) chez des béliers
contrdles résistants (n=5, génotype ARR) ou sensibles (n=5, génotype VRQ)) a la tremblante.
Les béliers ont regu une perfusion (aires grisées) de solvant ou d’IGF-I (14 ng/kg/h) pendant
3 heures précédent 1’administration d’un bolus de GHRH ovine (t=180 min). La GH a été
dosée dans des échantillons de sang prélevés toutes les 10 minutes avant la GHRH puis toutes
les 5 minutes pendant 30 minutes suivant I’injection de GHRH et toutes les 10 minutes
jusqu’a t=300 min. La perfusion de solvant ou d’IGF-I a été interrompue 1 heure apres
I’administration de GHRH (t=240 min). L’expérience a été réalisée durant la phase
préclinique (A) et la phase clinique (B) de la maladie des animaux génétiquement sensibles.
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Figure 15 : Ratio des AUC des concentrations de GH (AUC 1 heure post bolus de GHRH /
AUC 1 heure pré bolus de GHRH) sous solvant ou IGF-I en phase préclinique (A) et en phase
clinique (B) chez les sains ARR et les tremblants VRQ.
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DISCUSSION

L’équilibre endocrinien joue un rdle majeur dans le maintien et la protection du SNC.
Il est donc envisageable que des altérations des fonctions endocriniennes participent au
processus de neurodégénérescence dans les maladies a prion.

L’axe hypothalamo-hypophysaire somatotrope a retenu notre attention pour ce travail
de theése pour deux raisons :

1) cet axe neuroendocrinien est reconnu comme acteur essentiel dans les mécanismes
de neuroprotection du SNC,

2) les concentrations circulantes en GH sont augmentées chez des ovins tremblants
(Viguié et al., 2004).

Ce dernier résultat, dont on ignore la signification d’un point de vue physiopathologique,
suggere I’implication de I’axe somatotrope dans la physiopathologie de la tremblante, et plus
généralement dans les maladies neurodégénératives.

L’objectif de notre travail était d’appréhender 1’origine de 1’augmentation de GH chez
les ovins tremblants. Pour cela, nous avons étudié deux mécanismes pouvant expliquer cette
augmentation de GH : une diminution de D’efficacité du rétrocontrdle négatif exercé par
I’IGF-I sur I’axe hypothalamo-hypophysaire somatotrope et/ou une sensibilité accrue de
I’hypophyse a la GHRH. Compte tenu des activités biologiques de neuroprotection de I’IGF-I
(action anti-apoptotique, modulation de 1’excitation neuronale, amélioration du métabolisme
des cellules nerveuses), il est plausible qu’une altération des effets de I’IGF-I, évaluée dans
cette thése par un déficit du rétrocontrole négatif sur I’axe somatotrope, contribue au
processus de neurodégénérescence des maladies a prion. Cependant, nos travaux n’ont pas
permis de révéler une diminution de I’action de I’'IGF-I ni une sensibilité accrue a la GHRH.
L’augmentation des concentrations de GH chez les animaux tremblants n’a toujours pas

d’explication mécanistique.

Nos résultats ne permettent pas de mettre en évidence un déficit d’action de I’'IGF-I
sur 1’axe hypothalamo-hypophysaire. En effet, I’IGF-I inhibe les sécrétions spontanées de GH
sur des béliers a jeun, qu’ils soient sains ou tremblants. Un rétrocontrdle négatif efficace
existe donc sur la synthése et/ou libération de la GH, que I’animal soit malade ou non. En
outre, ce rétrocontrdle négatif est plus important pour les animaux tremblants en phase

clinique que pour les animaux sains contemporains.
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Le maintien du rétrocontrole négatif de I'IGF-I sur la sécrétion de GH chez les
tremblants ne nous permet pas d’exclure I’hypothése d’un déficit d’action de I'IGF-I au
niveau central dans les maladies neurodégénératives. En effet, notre étude peut présenter
certaines limites dont le choix du marqueur (rétrocontrole négatif de I’GF-I sur la sécrétion
de GH) pour évaluer I’efficacité de I’IGF-I au niveau central. La littérature affirme 1’existence
du rétrocontréle de I’IGF-I au niveau hypophysaire notamment sur la réponse au GHRH. En
revanche, 1’exercice de ce rétrocontrdle au niveau hypothalamique est controversé chez le
mouton (Spencer et al., 1991 ; Fletcher et al., 1995). Ainsi, I’efficacité¢ de I’'IGF-I, mise en
évidence sur la sécrétion spontanée de GH, ne refléte peut-étre pas les effets de ’IGF-I au
niveau central. L’hypothése d’un déficit d’action de I’IGF-I au niveau central chez les
animaux tremblants ne peut donc pas étre totalement exclue. Un tel déficit est en effet suggéré
par les travaux d’Ostlund et coll (2001). Cette équipe a montré que D’infection de
neuroblastomes (cellules nerveuses en cultures) par de la PrPsc entraine des altérations de
I’expression du gene du récepteur a I’IGF-I (IGFI-R) et de sa fonctionnalité. Ces derniers
auteurs observent une augmentation de I’expression du géne de I'IGFI-R associée a une
diminution de I’affinité du récepteur pour I’IGF-I entrainant une diminution de la liaison de
I’IGF-I a son récepteur. Ils ont également observé une altération du signal de transduction de
la cellule apres la fixation de I’'IGF-I a son récepteur. Ce dysfonctionnement central de I’'IGFI-
R pourrait participer a la physiopathologie des maladies neurodégénératives, en rendant les
cellules plus sensibles a la mort neuronale du fait de la diminution des effets neuroprotecteurs

de 'IGF-I.

Les résultats de notre étude révelent un effet inhibiteur plus marqué de I’'IGF-I sur
I’axe hypothalamo-hypophysaire somatotrope en phase clinique chez les béliers tremblants.
On peut s’interroger sur les mécanismes sous-jacents a cette augmentation de réponse a I’'IGF-
I chez les béliers tremblants, ainsi que sur sa signification sur la physiopathologie de la
tremblante.

L’IGF-I a la particularité¢ de posséder un systéme de protéines de transport spécifiques
et complexes : les IGFBPs. Ces protéines modulent la liaison de I'IGF-I a son récepteur
jouant alors un réle déterminant dans la régulation des fonctions de I’IGF-I (Jones et al.,
1995). L’affinité de ’GF-I pour ces protéines de liaison (BP) est meilleure que pour son
propre récepteur. Les concentrations en IGF-I libre (forme active) dépendent de sa liaison

avec les BPs. La différence d’effet de I'IGF-I, observée chez les animaux tremblants en phase
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clinique, pourrait étre liée a une modification des protéines de transport comme cela est décrit
dans diverses pathologies neurodégénératives telles que la neuropathie diabétique chez le rat
(Busiguina et al., 1996) ou encore des accidents cérébraux ischémiques chez 1’homme
(Schawb et al., 1997). Nos résultats montrent que les concentrations en IGF-I libres
circulantes ne différent pas entre les groupes, que ce soient les concentrations de base ou sous
perfusion, suggérant que la tremblante, méme en phase terminale, n’est pas associée a de
profondes modifications des IGFBPs. Cependant, 1’expression et la régulation des IGFBPs
dépendent des tissus (Busiguina et al., 1996). Ainsi, D’absence de différence des
concentrations plasmatiques d’IGF-I libres entre animaux sains et tremblants n’est pas
nécessairement représentative de la régulation tissulaire. Il n’est donc pas exclu qu’une
modification tissulaire des BPs soit I’'un des mécanismes sous-jacents de [’action plus
importante de I’IGF-I chez les animaux tremblants.

Etant donné les effets neuroprotecteurs de I’IGF-I, une augmentation des effets de
I’IGF-I au niveau central pourrait intervenir comme un mécanisme compensateur de
I’affection neurodégénérative, similaire a celui décrit en cas d’hypoxie (Wang et al., 2004 ;
Guan et al., 2003). Dans le cas d’hypoxie-ischémie chez le rat, une surexpression des ARNm
de I’'IGF-I dans les cellules neuronales du cortex et de I’hippocampe permet d’augmenter la
survie neuronale (Wang et al., 2004). In vitro, la dégénérescence neuronale, liée a I’hypoxie,
est ralentie par I’administration d’IGF-I exogeéne. L. augmentation de la transcription du géne
de ’'IGF-I est une des réponses d’adaptation métabolique a I’hypoxie (Wang et al., 2004).
Guan observe le méme phénomene avec une induction plus importante de I’IGF-I, de ses BPs
et de ses récepteurs dans les régions cérébrales endommagées par une hypoxie-ischémie
(Guan et al., 2003). De méme, la surexpression du géne de ’'IGFI-R chez des patients infectés
par le virus d’immunodéficience humain de type 1, améliore 1’effet neuroprotecteur de I’IGF-I
et limite 1’étendue des lésions neuronales (Ying Wang., 2003). Dans la maladie d’ Alzheimer
chez ’homme, I’'IGF-I interviendrait aussi comme un facteur neuroprotecteur en favorisant
I’élimination hors du cerveau de certaines molécules qui participent a la
neurodégénerescence : les amas Bamyloide (Carro et al., 2002).

Il est possible qu’un autre type de mécanisme compensateur non li¢ au SNC mais au
statut métabolique intervienne pour limiter les effets délétéres de la maladie.

Etant donné le role primordial de I’IGF-I dans le métabolisme protéique (Le Roith., 2001),
I’augmentation de la réponse a I’IGF-I observée en phase terminale de tremblante pourrait
refléter le développement de mécanismes compensateurs visant a limiter le syndrome

catabolique. Cette hypothése est aussi évoquée par Crown et coll chez ’homme atteint de
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cancer (Crown et al., 2002). Ils ont observé une importante protéolyse des IGFBP-III lors de
cachexie d’origine cancéreuse. Le degré de protéolyse est inversement proportionnel a la perte
de masse musculaire et au développement de la cachexie. Cette protéolyse des IGFBPs
pourrait donc apparaitre comme un mécanisme compensateur protecteur, en augmentant la

biodisponibilité de I’IGF-I pour les tissus et les muscles (Crown et al., 2002).

De méme que 1’augmentation des concentrations de GH n’est vraisemblablement pas
la conséquence d’un déficit d’action de I’IGF-I, nos résultats suggerent que cette
augmentation de GH n’est pas non plus la conséquence d’une sensibilité accrue a la GHRH.
On observe en effet, sous perfusion de solvant, une augmentation similaire des concentrations
de GH en réponse a une dose physiologique de GHRH, chez les animaux tremblants et sains
quelle que soit la période. Cependant, en 1’absence d’une évaluation de type dose/effet, il nous
était impossible de caractériser correctement la réponse au GHRH de ’axe hypothalamo-
hypophysaire somatotrope. En effet, une approche de dose unique de GHRH, telle que celle
mise en ceuvre dans notre étude, ne permet pas de déterminer les 3 paramétres caractérisant la
réponse en terme de sécrétion de GH au GHRH : Emax (efficacité maximale de la réponse),
EC50 qui traduit la puissance de la réponse et sensibilit¢ qui correspond a la pente de la
courbe dose-réponse. On peut observer pour une dose donnée, une réponse identique chez les
béliers sains et tremblants alors qu’un ou plusieurs de ces parametres sont modifiés. Ainsi, la
réponse a une dose unique de GHRH ne permet pas de conclure définitivement a I’absence

d’une sensibilité accrue a la GHRH chez les animaux tremblants.

Indépendamment de la problématique de la tremblante, on observe de fagon tres
surprenante une absence de rétrocontrole négatif de I’IGF-I sur la sécrétion de GH induite par
la GHRH, alors méme que la sécrétion spontanée de GH était fortement inhibée par I’IGF-I.
Cette absence d’effet de I’IGF-I sur la sécrétion de GH induite par la GHRH est contradictoire
avec les données de la littérature. En effet, ’adjonction d’IGF-I a des cultures cellulaires
hypophysaires d’ovin entraine une diminution de la sécrétion induite par la GHRH (Silverman
et al., 1989). Cependant, cette absence de modification de la réponse au GHRH par I’'IGF-I a
¢galement été décrite in vivo chez la femme (Jaffe et al., 1998).

L’effet du GHRH sur l’augmentation des concentrations de GH, correspond
essentiellement a des mécanismes hypophysaires modulés par 1’action inhibitrice de la SRIH,

comme cela est décrit sur des cultures hypophysaires d’ovin (Silverman et al., 1989 ;
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Blanchard et al., 1988). Nos résultats suggerent donc que I’IGF-I, chez I’ovin, n’interviendrait
pas au niveau hypophysaire du moins sur la GHRH et la SRIH, contrairement a ce que
suggere la littérature (Silverman et al., 1989). Il reste néanmoins une voie potentielle qui
pourrait étre modulée par ’IGF-I au niveau hypophysaire : la voie des GHRPs, stimulateur de
la sécrétion de GH. Alternativement, on peut imaginer la possibilité d’une action centrale de
I’IGF-I chez le mouton, étant donné les nombreux arguments en faveur de cette hypothése

dans différentes especes et pour différents modeles :

1- L’action centrale de I'IGF-I a déja été mise en évidence chez d’autres espéces
comme chez le rat. Tout d’abord, Berelowitz et coll observent, sur des cultures
hypothalamiques de rat, une stimulation de la libération de la SRIH lors d’incubation avec
I’'IGF-1 (Berelowitz et al., 1981). Puis, Shibasaki et coll montrent que I’adjonction de
concentrations croissantes d’IGF-1, a des cultures de cellules hypothalamiques de rat, entraine
une diminution de plus en plus importante de la libération de la GHRH (Shibasaki et al.,
1986). Enfin, la perfusion icv d’IGF-I chez des rats a montré une diminution de 1’expression
des ARNm de la GHRH et une augmentation de ’expression des ARNm de la SRIH au
niveau hypothalamique (Sato et al., 1993). Ces données scientifiques mettent en évidence

I’existence d’une action centrale de I’IGF-I chez le rat.

2- 11 existe une distribution ubiquitaire des récepteurs de I’IGF-I dans le SNC. Chez le
rat, de trés nombreux sites spécifiques de liaison de I'IGF-I se trouvent dans le plexus
choroide du 3¢me ventricule, dans le thalamus ainsi que dans I’hippocampe. L hypothalamus
présente une quantit¢ modérée de récepteurs a I'IGF-I dans les noyaux supraoptiques,
suprachiasmatiques et paraventriculaires et une quantit¢ beaucoup plus importante dans

I’éminence médiane (Bohannon et al., 1988), site de libération de la GHRH et de la SRIH.

3- L’IGF-I passe la barriere hématoméningée par un systéme de transport spécifique
chez les souris (Yu et al., 2006). Une perfusion d’IGF-I radioactif par I’artére carotidienne sur
des rats, a montré I’accumulation d’IGF-I marqué dans les zones ou les récepteurs a I’'IGF-I
sont les plus nombreux (thalamus antérieur, noyaux paraventriculaires et supraoptiques).
L’accumulation de I'IGF-I dans le parenchyme cérébral se fait par transcytose a travers
I’endothélium des capillaires cérébraux (Reinhardt et al., 1994). Si tel est le cas chez I’ovin, et

que le passage de la barriere hémato-méningée est essentiel a ’action centrale de I'IGF-I,
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alors I’administration icv d’IGF-I n’est peut-étre pas un bon moyen d’atteindre les récepteurs

cibles dans le SNC, contrairement a une administration systémique.
L’absence d’effet de I’IGF-I sur un mécanisme hypophysaire clé (réponse en terme de

GH au GHRH), conjointement a un effet sur la sécrétion spontanée de GH suggére 1’existence

d’effets centraux de I’IGF-I chez I’ovin.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Notre étude expérimentale a montré un effet plus important de 'IGF-I chez les
animaux tremblants en phase clinique, suggérant que des mécanismes compensateurs IGF-I
dépendant pourraient étre développés dans la tremblante, et peut-étre plus généralement dans
les maladies neurodégénératives. Notre hypothése de déficit d’action de I'IGF-I chez les
animaux tremblants n’est donc pas validée.

De méme, I’augmentation des concentrations de GH ne peut étre expliquée par une sensibilité
accrue a la GHRH.

Ainsi, notre étude n’a pas permis d’identifier I’origine de I’augmentation des sécrétions de
GH chez les animaux tremblants. Cependant, il reste deux voies majeures de la régulation de
la sécrétion de GH qui n’ont pas été explorées dans les maladies a prion : le systéme de la

SRIH et les ligands des GH Releasing Peptide-Recepteurs (GHRP-R).
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RESUME :

L’étude des dysendocrinies associées aux maladies neurodégénératives, pourrait
contribuer a une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques de ces
affections. Dans la tremblante, pathologie neurodégénérative liée au prion, une augmentation
de GH est observée. L’objectif de cette étude est d’explorer deux mécanismes possibles sous-
jacents a 1’augmentation de GH : un déficit d’action de I’IGF-I et/ou une augmentation de
réponse a la GHRH. Nos résultats suggérent qu’aucun de ces deux mécanismes n’est
impliqué. Au contraire, on observe un effet potentialisé de I’IGF-I chez les animaux
tremblants en période clinique, suggérant le développement de mécanismes compensateurs du
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associated neurodegenerative pathology, GH secretion is increased. The aim of this study is to
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and/or an increased responsiveness of the pituitary to GHRH. Our results suggest that none of
these two mechanisms is involved. In contrast, IGF-I negative feedback on GH secretion is
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