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Introduction génerale

L’étude toxicologique présentée ici, n’intervient pas au sein d’une thématique ou d’un
projet de recherche précédemment exploré. C’est pourquoi cette étude constitue un challenge
car, sans avoir en main au départ d’éléments scientifiques précis concernant la pathologie, les
voies mécanistiques, les cibles tissulaires ou moléculaires caractéristiques d’une maladie, des
renseignements complémentaires ont pu étre collectés, rassemblés, associés entre eux pour
progressivement circonscrire 1’impact et les manifestations d’un toxique sur un organisme

animal.

Classiquement, les études toxicologiques s’attachent a tester in vitro et/ou in vivo un
ou plusieurs toxiques dont les propriétés pharmacologiques et/ou toxiques sont connues. /n
vivo, elles se basent quasi exclusivement sur des modéles animaux aptes a présenter et
reproduire les symptdmes de la maladie comme chez 1’espéce cible. Dans le cas de cette
¢tude, la démarche utilisée est foncierement différente car, d’une part, le contexte thématique
et les études scientifiques disponibles ne permettent pas d’initier une étude toxicologique
classique et, d’autre part, ’approche utilisée reconsideére et redéfinit la conception méme de

modele animal et de prospection toxicologique.

Le contexte de cette étude prend naissance au sein d’une problématique de médecine
vétérinaire d’actualité. Depuis quelques années, et notamment depuis 1’été particuliérement
chaud et sec ayant sévi en 2003, une recrudescence de cas cliniques de harper australien ou
Australian Stringhalt a pu étre recensée en France. Les données d’ordre épidémiologique,
clinique, histopathologique de cette maladie restent encore méconnues a 1’heure actuelle. Les
quelques études épidémiologiques révelent cependant, que la maladie n’affecte qu’une seule
espece, le cheval, chez lequel ont été mentionnés des troubles et désordres neuro-
musculaires avec une atteinte du systéme nerveux périphérique. Elles ont pu montrer que
I’incidence de cette maladie augmente de fagon significative en fin d’été, d’autant plus si
celui-ci tend a étre particulieérement chaud et sec. Les observations faites de fagon réitérées sur
le terrain ont montré que les animaux atteints étaient, pour la majorit¢ d’entre eux, des
animaux paturant sur des parcelles fortement envahies par une espéce végétale en particulier :
la porcelle enracinée ou Hypochceeris radicata (L.). Cette plante semble étre fortement

incriminée dans 1’¢tiologie de la maladie méme si aucune preuve directe n’a pu étre mise en
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é¢vidence a I’heure actuelle. De plus, le traitement d’une telle affection nécessitant de
connaitre les modalités d’action de ce toxique, aucune thérapie médicamenteuse spécifique
n’a pu étre proposée. Les conséquences économiques et ¢thiques liées a 1’euthanasie de
certains animaux, a la diminution des performances sportives et aux séquelles sont des
facteurs essentiels expliquant I’intérét d’une telle étude. De méme, la reconsidération de la
gestion des ¢€levages équins, I’impuissance des acteurs de la filiere équine face a un tel fléau,
les conséquences environnementales a plus ou moins long terme représentent autant de
raisons soulignant la nécessité urgente d’explorer cette maladie et de pouvoir ’enrayer

rapidement.

Le contexte et la problématique sont donc clairs. Cependant, les approches
toxicologiques classiques semblaient étre impuissantes a pouvoir apporter des réponses et
aucune ¢étude clinique ne pouvait étre menée sur le cheval pour des raisons éthiques et
budgétaires. Enfin, aucun test ne pouvait étre envisagé car aucune connaissance a priori
n’existe sur le principe toxique potentiel contenu dans le végétal, sur les facteurs favorisants
la syntheése de cet éventuel composé ou encore sur les voies métaboliques atteintes pouvant

étre responsables des signes cliniques chez le cheval.

L’étude présentée ici a pu étre initiée en appliquant une approche prometteuse mais
encore trop peu répandue, la métabonomique. Cette derniére permet de construire
progressivement un réseau de réponses fiables, sans aucun a priori, en prenant en compte
I’ensemble des éléments perturbateurs, des éléments perturbés et les différents facteurs
environnementaux et intrinséques a ces éléments. Nous avons fait le pari de reconsidérer
I’approche toxicologique avec un ceil neuf méme si le toxique et les cibles sont inconnus, le
but n’étant pas de reproduire la maladie et ses symptomes sur un animal modé¢le, mais
d’utiliser ce dernier en tant que révélateur ou « loupe » des perturbations ou disruptions’
métaboliques engendrées par 1’application d’un stimulus, ici, I’ingestion d’une plante. Le
raisonnement est simple mais la métabonomique, dans son approche, peut dérouter. En effet,
I’exploration sans a priori, sans savoir ni ou ni quoi chercher précisément et la manipulation
de jeux de données conséquents restent inhabituels. De plus, la conception des protocoles
expérimentaux doit étre rigoureuse et précise afin de pouvoir appliquer des outils de
statistiques multidimensionnelles et permettre d’accéder par la suite, a des éléments de

réponse. Il ne s’agit pas de savoir quoi trouver a I’avance en se focalisant plus précisément sur

" Le terme de disruption est en fait un néologisme. Il n’existe pas de synonyme pour ce vocable.
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un détail du systéme biologique mais plutét de reconsidérer, sans a priori, ce systéme
biologique de I’extérieur, sous toutes ses facettes, pour trouver la perturbation quelle que soit

sa nature et quelle que soit la localisation tissulaire ou elle intervient.

Ce travail s’est donc tout d’abord attaché a fournir la preuve d’un lien spécifique entre
la plante potentiellement toxique et les troubles métaboliques générés chez un rongeur. Cette
approche a permis de circonscrire progressivement la zone et la nature de I’impact de ce
toxique sur I’organisme animal. Dans un second temps, a la suite des résultats issus de la
métabonomique, d’autres voies d’approche complémentaires telles que I’imagerie et le
comportement ont été utilisées pour, d’une part, conforter les premiers résultats et valider
ceux-ci avec des approches plus « classiques » et, d’autre part, pour tenter de délimiter et

préciser la pathologie de cette maladie.

Apres avoir présenté ’état actuel des connaissances sur la maladie puis sur les outils
et moyens d’exploration mis en ceuvre dans ce travail, les résultats relatifs a 1’approche
métabonomique seront exposés en paralléle avec les données de I’imagerie. Ces premiers
résultats nous ayant orientés vers une prospection plus spécifique du systeme nerveux central,
une démarche neurocomportementale viendra compléter les éléments de réponse concernant
les mécanismes potentiellement impliqués dans la maladie. Enfin, certaines prospections
annexes seront exposées, chacune d’entre elles apportant des éléments supplémentaires

d’information.
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I. Chapitre | : Contexte et Methodes

Introduction

Avant de présenter les différentes expérimentations qui ont été menées pour étudier
I’impact de I’ingestion d’Hypochceris radicata, il convient de préciser tout d’abord le contexte
de cette étude. Le chapitre qui suit dresse un récapitulatif des connaissances actuelles sur la

maladie de harper.

Dans une premiére partie, les quelques données épidémiologiques disponibles
concernant le harper seront présentées avec une description des manifestations cliniques,
histologiques, les essais de traitement et de prévention ainsi que les diagnostics
différentiels chez le cheval. Les preuves indirectes de I’implication de la plante Hypochceris
radicata dans I’étiologie du harper seront également mentionnées. En seconde partie de
chapitre, une présentation des intéréts, caractéristiqgues et applications des différentes
approches sur lesquelles nous nous sommes basés sera exposée, accompagnée de données

plus analytiques, relatives aux techniques auxquelles elles font appel.
A.  Contexte thématique

Ce travail de these est né d’un probléme de clinique vétérinaire équine : I’apparition en
France de nombreux cas de harper australien ou Australian Stringhalt, maladie du cheval
a prédominance neuromusculaire. Cette maladie est connue depuis fort longtemps. En effet,
des observations de signes cliniques similaires ont été recensées pour la premiere fois en
Australie en 1884 (1). Depuis, les cas de chevaux malades se sont succédés. Ce n’est donc
pas tant la nouveauté de cette maladie qui en fait un sujet de recherche majeur actuellement en
médecine vétérinaire, mais plus sa recrudescence conséquente et inquiétante, depuis une
dizaine d’années, dans de nombreuses régions tempérées du globe, I’absence de
connaissances suffisantes sur son étiologie, une ignorance totale de sa physiopathologie,

I’absence de traitement spécifique et les limites en termes de prévention.
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1.  Harper australien ou Australian Stringhalt
1.1. Epidémiologie et historique

Le harper australien est une affection observée jusqu’a présent exclusivement chez le
cheval. L animal atteint présente, lors du mouvement, une hyperflexion ou flexion exagérée,
spasmodique et involontaire d’un ou des deux membres postérieurs (Figure 1.1). Ceci se
traduit par une démarche tout a fait particuliere et caractéristique de I’animal, dont la
séverité peut se decliner sur une échelle comprenant 5 degrés (2). Le cheval peut ainsi
présenter un mouvement atypique pouvant aller d’une simple flexion peu exagérée a des
atteintes séveres. Lors de ces derniéres, les membres postérieurs peuvent cogner la surface
ventrale de I’abdomen & chaque pas et le cheval ne se déplace plus que par sauts (Figure 1.2).
A ces troubles pathognomoniques peut venir s’ajouter une amyotrophie plus ou moins

marquée des membres postérieurs.

Figure 1.1 : Hyperflexion du membre postérieur gauche chez un cheval atteint de harper
australien. L’observation de ce signe clinique apparait plus specifiquement lorsque I’animal
recule ou reprend I’exercice apres un repos prolongé. (Source : N. Priymenko).
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Deux formes de harper sont actuellement recensées en fonction de leur étiologie :

- La forme dite classique, sporadique est le plus souvent d’origine idiopathique et
n’affecte qu’un seul membre. Les symptémes sont alors persistants et la rémission spontanée
n’existe pas. Bien que I’étiologie reste inconnue, il semble qu’une action traumatique
appliquée sur les membres postérieurs soit impliquée, des traumas sur la face dorsale des
metatarses etant le plus fréquemment rapportés.

- La forme dite australienne, sporadique mais pouvant egalement étre épizootique
(d’ou la dénomination retenue certaines fois de « forme épizootique ») ou endémique, chez
des animaux au pré la plupart du temps, aprés des étés particulierement chauds et secs,
mais toujours sur des zones géographiques bien délimitées. Ce sont les premiers
recensements, effectués en Australie et Nouvelle-Zélande (3-5), qui sont a I’origine du
qualificatif employé : Australian Stringhalt. A I’heure actuelle, des cas ont été recensés, outre
dans ces deux pays, principalement dans toute la partie ouest des Etats-Unis ainsi qu’en
Europe et, plus récemment au Japon (6). Les deux membres postérieurs du cheval sont
touchés qualifiant ainsi I’atteinte de bilatérale. Des rémissions spontanées peuvent avoir
lieu, contrairement a la forme classique ou I’intervention chirurgicale est, en géneral,
indispensable. Le tableau clinique peut comprendre également une amyotrophie se
développant essentiellement au niveau des membres postérieurs et parfois un cornage qui
signe une hémiplégie laryngée (2). Dans ce type de harper, des lésions d’axonopathie
distale ascendante ont pu étre révélées (7,8). L’origine semble étre une intoxication
alimentaire d’origine végétale car les patures ou stationnent les chevaux sont des zones de
faible qualité fourragére avec comme especes majoritairement présentes: Hypochoeris
radicata (L.), Taraxacum officinale (Weber) et Malva parviflora (L.). Les observations que
nous avons pu faire avant le début de ce travail de these ont montré que tous les chevaux
atteints étaient en contact avec Hypochceris radicata. C’est pour cette raison que notre

étude s’est focalisée sur cette plante.

Ne desirant étudier que la forme dite australienne, le terme de harper sera employé par

la suite sans forcément préciser la forme a laquelle il appartient.
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Nos observations ont aussi permis de montrer qu’un certain nombre de facteurs
peuvent aggraver ou tout du moins exagérer I’intensité des symptémes comme le froid,
I’humidité, I’exercice prolonge, I’excitation, le recul, le fait de tourner brusquement et

I’exercice apres refroidissement (4,9).

Les résultats d’électromyographie obtenus par Huntington et al. (2) ont souligné, chez
I’animal atteint de harper, une activité tonique exceptionnellement importante au repos,
une augmentation de I’activité électromyographique dans le muscle long extenseur digital
pouvant étre maintenue plusieurs secondes et une diminution de la vitesse de conduction
dans le nerf péroné profond lors de I’hyperflexion. Des électromyographies, enregistrées a la
suite d’électrostimulations de fréquence 50 Hz, montrent qu’il existe, chez les animaux
atteints, une défaillance de conduction soit dans les axones moteurs, soit dans le muscle, soit

encore au sein de la transmission neuromusculaire.

Le plus souvent, le tableau clinique s’accompagne de changements
comportementaux marqués, d’un état de nervosité, d’agitation ou au contraire d’un état
d’abattement de I’animal, méme si ces observations faites par les propriétaires restent « non
objectivées ». En effet, il est difficile de dire si ces états psychologiques alliant anxiéte,
agitation ou abattement (téte basse, diminution des interactions avec les congéneéres,
diminution des déplacements) sont des conséquences de I’animal en souffrance ou de
véritables symptémes de la maladie. Pourtant Kerrigan, en 1917, indiquait déja que les
chevaux « ne sont pas tout a fait droit dans leur téte » (4) ! Cette remarque décrit bien une
composante psychologique qui reste difficile et délicate a évaluer mais qui pourtant,

signerait une atteinte centrale.

Cette forme de harper se caractérise la plupart du temps par des rémissions spontanées.
Cependant, la durée de récupeération répertoriée est assez variable, pouvant aller de
quelques jours a plusieurs années, la moyenne pouvant étre établie entre 6 et 12 mois. De
maniére générale, cette durée est relativement longue et il n’est pas certain que la récupération

des facultés motrices soit totale.
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Les premiéres descriptions de harper australien ont été rapportées en 1884 en
Australie. Depuis, des cas similaires ont été mentionnés a nouveau en Australie (10), en
Nouvelle-Zélande (3-5,11,12), en Californie (13), dans I’état de Washington (14), en Virginie
(15), au Chili (16) et méme au Japon (6).

En France, en 2003, a la suite d’un été exceptionnellement chaud et sec pour la
saison, 44 cas de harper sporadiques, ne présentant aucun lien entre eux, ont été recensés.
Parmi ceux-ci, 29 ont été étudiés et ont donné lieu a la premiere étude épidémiologique

francaise (17).

De facon générale, la pluviométrie des parcelles incriminées est toujours faible (4)
avec des moyennes mensuelles de mai a ao(t trés faibles. Dans certains cas, elle devient nulle,

comme dans de nombreuses régions francaises, lors de la canicule estivale de 2003.

L analyse des sols, lorsqu’elle a pu étre menee, a souligné une microflore fongique
importante mais I’examen du matériel végétal n’a pas révélé de champignon connu pour

produire des mycotoxines (2). L’analyse d’endophytes n’a pas été réalisée.

Apres cette présentation rapide de I’expression clinique du harper, une description

plus détaillée peut étre exposée.
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1.2. Symptomatologie clinique

La gravité des symptdbmes du harper a pu étre échelonnée, suite aux travaux de
Huntington et al. (2), grace a une échelle de valeurs ou grades dont les caractéristiques sont

présentées ci-dessous :
Grade | : hyperflexion lorsque le cheval recule, tourne ou est stressé.

Grade 11 : hyperflexion au démarrage, au pas ou au trot, accentuée lorsque le cheval

recule, tourne ou quand on lui saisit un postérieur.

Grade 111 : hyperflexion modérée tout au long du pas ou du trot, plus marquée quand
I’animal démarre ou s’arréte. Le cheval se desunit au petit galop. Le(s) postérieur(s) ne va
(vont) pas toucher le ventre. Le recul et les virages sont un peu difficiles.

Grade IV : hyperflexion sévere. Le(s) postérieur(s) va (vont) toucher le ventre a toutes

les allures, méme a I’arrét. Le trot, le recul et les virages sont difficiles.

Grade V : le cheval ne peut se déplacer qu’en sautillant, le(s) postérieur(s) reste(nt)

hyperfléchi(s) plusieurs secondes de suite a I’arrét (Figure 1.2).

Figure 1.2 : Cheval atteint de harper. L’animal ne peut se déplacer que par sauts, suite a une
hyperflexion des deux membres postérieurs (Source : N. Priymenko).

1.3. Histopathologie
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De maniere genérale, les muscles et les nerfs atteints répertoriés différent en fonction
des auteurs. Cependant, tous les animaux autopsiés présentent une neuropathie périphérique
associée a une atrophie neurogenique extensive des fibres musculaires et a de la fibrose
diffuse.

1.3.1. Lésions nerveuses

Les nerfs, les plus fréquemment et les plus séverement atteints, sont les nerfs peronés
profond et superficiel, le nerf tibial distal, le nerf digital plantaire et le nerf sciatique, au
niveau des membres postérieurs, ainsi que les nerfs laryngés récurrents. L’atteinte se
caractérise par une dégénérescence axonale et plus précisément par une dégénérescence
Wallerienne (10) (Figure 1.3). Cette derniére entraine notamment une perte des fibres
myélinisées de large diameétre (Figure 1.4 et Figure 1.5) accompagnée d’images de
remyélinisation, d’une prolifération des cellules de Schwann et de fibrose. Les fibres
individualisées présentent une démyelinisation segmentaire mais aucune anormalité
concernant la distance internodale (7). La dégénérescence et la sévérité des lésions affectent
préférentiellement les nerfs dans leur portion distale, préservant ainsi les zones proximales

des axones.

Le harper peut donc se définir au niveau histopathologique comme étant proche d’une
axonopathie distale périphérique ascendante (7).

Dans certains cas, I’étude histologique du systeme nerveux central a pu souligner la
présence de cavités similaires a celles retrouvées dans les leucoencéphalomalacies (10). La
substance blanche présente une astrocytose prononcée, un gonflement et un détachement des

endothéliums associés a des cedemes périvasculaires.
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Figure 1.3: Nerf périphérique, branche atteinte du nerf commun fibulaire
dégénérescence Wallerienne. On peut noter les multiples chambres de digestion (A, fleches)
et un élargissement du périneurium marqué (A, double fleches) comparé a un tissu sain (B). A
plus fort grossissement, les chambres de digestion apparaissent comme contenant des débris
de fragmentation axonale (C, fleches), coloration a I’Hémalun & Eosine. La perte globale de
fibres nerveuses s’apprécie par I’élargissement du périneurium (D, double fleche) ainsi que
par la prolifération des cellules de Schwann autour des fibres nerveuses (D, fleches),
coloration au Luxol Fast Blue (D’apreés Casteignau et al., non publié).
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Figure 1.4 : Nerf périphérique, branche atteinte du nerf fibulaire commun. Dans le haut de
la figure, le luxol fast blue colore spécifiquement la gaine de myéline autour des axones en
bleu foncé. On peut noter la perte globale de myéline (A) comparé au tissu sain (B). Dans le
bas de la figure, la coloration de Bielchowsky colore les axones en brun foncé et la gaine de
myéline en rouge doré. On peut noter la fragmentation axonale (C, fleches), associée a des
chambres de digestion (C, tétes de fleche) comparé au tissu sain (D). Les axones sont
irréguliers en taille et en forme et leur quantité totale est fortement réduite (D’aprés
Casteignau et al., non publié).
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Figure 1.5 : Nerf périphérique de gros diametre, test a I’immunoperoxidase. Dans le haut de
la figure, les anticorps anti-périphérine colorent les axones en brun, dans une section
transversale de nerf atteint (A) et de nerf témoin (B). On peut noter la diminution sévére de la
densité axonale par rapport au témoin. Dans le bas de la figure, les anticorps anti-protéine
basique de myéline colorent la myéline en brun, dans des sections transversales de nerf atteint
(C) et de nerf témoin (D). La perte de nombreuses fibres nerveuses peut étre appréciée
(fleches), associée a une diminution diffuse et modérée de I’intensité de coloration de la
myéline par rapport au témoin (D) (D’aprés Casteignau et al., non publié).
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1.3.2. Lésions musculaires

Les lésions musculaires se localisent essentiellement sur les muscles gastrocnémien,
tibial cranial, flechisseur latéral profond des doigts, extenseur latéral des doigts (10), gracile,
quadriceps, biceps fémoral, semi-membraneux, semi-tendineux et pectiné au niveau des
membres postérieurs, triceps brachial et suprasupinateur au niveau des membres antérieurs et
cricoaryténoidien latéral dorsal au niveau du larynx (7). Les fibres musculaires ont une
taille et une angulation variables et des fibres hypertrophiées sont présentes en faible
nombre (7). Le tissu interstitiel élargi et la fibrose avec prolifération des fibres de collagéne

sont bien visibles (Figure 1.6).

._?,-E:-Q_'-'.:l‘.zs.":«-‘::. =

Figure 1.6 : Muscle squelettique, dénervation avec des fibres rétrécies et atrophiées. Des
fibres atrophiées sont réparties au hasard (A, tétes de fleches). Une péleur et un élargissement
interstitiel sont observés, comparé au tissu sain compact et dense (B). On peut noter la forme
irréguliére ainsi que la péleur et I’élargissement des fibres hypertrophiées (A, fleches) et les
myotubes de régénération (C, tétes de fleche), coloration a I’Hémalun & Eosine. La derniere
photo présente un cedéme de I’endomysium et de la fibrose (D, fleches) : le collagéne est
coloré en bleu avec la coloration du Trichrome de Masson. (D’aprés Casteignau et al., non
publié).
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L atteinte essentiellement distale des fibres nerveuses myélinisées de gros diameétre
qui innervent la majeure partie des fibres musculaires et la plupart des récepteurs sensoriels de
ces mémes muscles, la perte de fibres musculaires de type 11 (fortes activités ATPasique et
forte activité NADH-TT) et le pourcentage plus important de fibres de type | (faible activité
myosine ATPasique et faible activité NADH-Tr) sont caractéristiques de la maladie (7). Cela
suggeére que I’Australian Stringhalt s’accompagne d’une perte des motoneurones e, Ceci

pouvant expliquer I’atrophie musculaire d’origine neurogenique (Figure 1.6).

En résumé, au niveau histopathologique, le harper, dans sa forme australienne, se
traduit par une dégénérescence axonale distale associée a une dégénérescence Wallérienne
dans lesquelles peuvent étre observés un gonflement des axones, une perte de la myéline
avec phagocytose et vacuolisation ou spongiose au niveau de la substance blanche.
L’axoplasme est détruit par protéolyse. Le processus débute en région distale des fibres
nerveuses et remonte en région proximale au cours du temps. Cette dégenérescence de type
Wallérienne apparaissant au sein des nerfs périphériques s’accompagne d’une atrophie

musculaire neurogénique.

12



Chapitre | Contexte et Méthodes

1.4. Diagnostic
1.4.1. Diagnostic du type de harper

Dans les deux formes de harper, le tableau clinique est sensiblement similaire. Seul

I’examen histopathologique post-mortem est pathognomonique.

Le recensement du couvert végétal avec prédominance nette de I’espéce Hypochceris
radicata (L.) permet d’orienter le diagnostic vers un harper australien.

1.4.2. Diagnostic différentiel

Il existe de nombreuses autres affections caractérisées par des axonopathies distales

périphériques.

On peut ainsi citer le lathyrisme dans sa forme nerveuse ou neurolathyrisme, di a
I’ingestion massive de graines du genre Lathyrus sp. (gesse) qui contiennent de fortes
quantités d’acide p-N-oxalyl-of-diaminopropionique mais aussi d'autres pseudo acides-
aminés. Cette affection se traduit cliniquement par une faiblesse et une paralysie des
membres postérieurs avec des contractures, une dyspnée, une sudation augmentée et un
cornage, le tout associé a un état de dépression intense. Au niveau histopathologique, une
dégéneérescence des fibres nerveuses distales au sein des nerfs longs périphériques peut
étre observée. Cette maladie est tres proche du harper par son tableau clinique mais également

par son origine végétale.

Peut étre mentionnée également la maladie du motoneurone. L’étiologie de cette
maladie équine est inconnue méme si une carence en vitamine E (18,19) et plus largement
une déplétion en antioxydants (20) sont suspectées. Les animaux atteints présentent une
faiblesse généralisée, une perte de poids malgré un appétit normal, une amyotrophie severe
neurogénique, une hyperesthésie accompagnée de fasciculations musculaires au niveau des
postérieurs et une inaptitude a rester immobile, matérialisée par un piétinement plus ou moins
incessant. Les animaux ont une démarche caractéristique avec des petits pas et la téte
penchée. Les chevaux sont peu attentifs et peu receptifs a leur environnement. Le pronostic
reste relativement sombre. Histologiquement, la dégénérescence de type Wallérienne des
motoneurones qui font de cette maladie une neuropathie périphérique peut faire penser
au harper australien mais la présence d’inclusions €osinophiliques cytoplasmiques, de
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chromatolyse et de gonflement des neurones (21), sa localisation dans la corne ventrale de
la moelle épiniere ainsi que dans certains noyaux cérébraux est une différence essentielle
(22,23). Ses caractéristiques cliniques et histologiques I’apparentent a la sclérose latérale

amyotrophique chez I’homme.

La dysautonomie (ou « grass-sickness disease » ou maladie de I’herbe) correspond a
une polyneuropathie idiopathique méme si elle pourrait impliquer une neurotoxine
affectant le systéme nerveux central et le systéme nerveux périphérique (dont la toxine
botulinique (24)). Elle se caractérise par une dégénérescence spécifique des neurones du
systtme nerveux autonome notamment les neurones noradrénergiques (25).
Histologiquement, une perte centrale de la substance de Nissl caractéristique entraine une
décoloration ou chromatolyse, observable dans certains noyaux du tronc cérébral, dans la
zone intermédio-latérale de la moelle épiniere, dans les noyaux prévertébraux et
paravertébraux et dans les plexi entourant I’intestin (26). Méme si certains facteurs comme la
saison ou les animaux au pré (27,28) et les cibles nerveuses peuvent laisser penser au harper,
les symptdmes different assez de ce dernier : les troubles locomoteurs ne sont pas visibles en
permanence et se traduisent uniquement par une diminution du polygone de sustentation et
des fasciculations musculaires. Des troubles digestifs (salivations, dysphagies, iléus,
occlusions intestinales, exsudations partielles, ptoses) et de la tachycardie, engendrés par un

dysfonctionnement du systéme nerveux autonome, sont aussi souvent observes (29).

Outre ces maladies nerveuses qui restent, elles aussi, trés largement méconnues,
certaines affections ostéo-articulaires du membre pelvien (accrochement de la rotule,
éparvin) peuvent étre également responsable d’un tableau clinique assez similaire au niveau

des troubles locomoteurs.
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1.5. Pronostic

Une rémission est possible dans le cas du harper australien, entre 6 et 24 mois.
Cependant, il ne s’agit que de rémission clinique apparente avec une récuperation
motrice. En effet, aucune étude histologique n’a été réalisée. L’ implication du potentiel de
régénération axonale pourrait étre prépondérante. En effet, les animaux apres avoir été isolés
des paturages incriminés guérissent spontanément, sans traitement. En fonction du stade de
leur maladie, leurs troubles locomoteurs s’atténuent et peuvent s’arréter au bout de plusieurs
mois. Cependant, la rémission totale et compléte est rare, surtout dans le cas d’atteintes
graves. L’amélioration de I’état de santé de I’animal peut ainsi a tout moment laisser place a
une aggravation subite et a une reprise de troubles locomoteurs. En effet, certains stimuli
comme la maladie, le stress, I’hnumidité sont autant de facteurs favorisants attestant de la

composante multifactorielle du harper (4).
1.6. Traitement
1.6.1. Traitement palliatif

Tout d’abord, il est recommandé de changer I’animal malade de pature pour éviter

tout contact prolongé avec la plante.
1.6.2. Traitements médicaux

A I’heure actuelle, aucun traitement specifique approprié n’a pu étre recommande.
En effet, la maladie, les voies métaboliques impliquées lors du processus toxique ainsi que les
principes actifs n’étant pas encore connus, aucune orientation thérapeutique ne peut donc étre
privilégiée. Cependant, certains conseils d’ordre pratique ainsi que certains principes actifs

ont éte testés.
a. Traitements médicaux allopathiques

En 1991, Huntington a testé sur 5 chevaux atteints un traitement de 15 mg/kg per os
de phénytoine une fois par jour durant 2 semaines et a pu ainsi démontrer une amélioration
des troubles locomoteurs, un retour proche a la normale des examens électromyographiques

ainsi gqu’une tranquillisation des animaux (30).
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Takahashi et al., en 2000, ont également administré oralement ce traitement a la dose
de 10 mg/kg deux fois par jour sur des chevaux atteints de grade | au grade Ill. Une
amélioration des signes cliniques a été notée apres 3 a 8 jours de traitement mais I’arrét de
celui-ci a entrainé une exacerbation des symptémes (6). En 2000 également, Wijnberg et al.
ont pu montrer que I’effet thérapeutique était atteint avec une administration de 12 mg/kg
deux fois par jour (31). Ce traitement avec de la phénytoine a raison de 15 a 25 mg/kg per os,
deux fois par jour, précedé ou non d’un traitement d’une semaine a base de thiamine ou
vitamine B, a également été testé par Gardner et al. en 2005 (15) et est encore actuellement
régulierement prescrit sur des chevaux atteints. Les résultats d’un tel traitement sont variables
pouvant aller d’une amélioration rapide mais limitée dans le temps a une absence totale de
résultat. Dans le cas d’une amélioration clinique notable, il est indispensable de noter que
I’arrét du traitement ne doit pas étre réalisé brutalement mais progressivement, au risque

d’aggraver les symptomes.

La phénytoine est un antiépileptique a action centrale : elle réduit les contractions
musculaires tétaniques ainsi que les activités électriques des nerfs périphériques. Elle agit
comme un anticonvulsivant en bloguant les canaux Ca®". De ce fait, elle abaisse les
potentiels d’action et augmente le potentiel de seuil. Méme si aucune lésion apparente du
systéeme nerveux central n’a pu étre notée, apparentant ainsi cette maladie a une neuropathie
périphérique, ce principe actif agirait en interférant avec la perception centrale de
I’information proprioceptive. Les résultats positifs chez certains animaux pourraient
également étre dus au mode d’action anxiolytique de la phénytoine permettant ainsi

d’améliorer leur état psychique.

Certains auteurs ont pu rapporter des essais de traitement avec de la méphénésine, un
relaxant musculaire a action centrale, partant du principe que des dysfonctionnements dans
certaines régions du systeme nerveux central intervenaient pour partie dans la pathologie du
harper (9). L’amélioration de I’animal unique testé ayant eu lieu tardivement (6 mois apres le
début du traitement), il n’est pas possible d’attribuer catégoriquement cette guérison a I’effet

propre de la méphénésine ou a une guérison spontanée.
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Des essais avec le baclofen ont également été menés (6,32). Le baclofen appartient aux
familles des antispasmodiques et relaxants musculaires et constitue un traitement de choix
pour les états de spasticité sévere ou mouvements involontaires des muscles a point de départ
médullaire et/ou cérébral. L’animal atteint de harper australien présente en effet, une
démarche anormale avec une composante spastique. Agoniste GABA, le baclofen agit sur le
systeme nerveux central en mimant I’inhibition pré-synaptique dans la moelle épiniere. En
1992, en Australie, Kannegleter et al. ont testé avec succes I’administration d’une dose de
1 mg/kg oralement 3 fois par jour sur 10 chevaux atteints (32). A I’inverse, en 2000,
Takahashi et al. ont administré oralement a un cheval atteint de grade IlI, a la dose de
7,1 mg/kg deux fois par jour durant 1 jour puis le jour suivant a la dose de 10 mg/kg deux fois
par jour puis a 10 mg/kg trois fois par jour durant 8 jours. Cependant, méme apres ces 10

jours de traitement, aucune ameélioration n’a pu étre notée (6).

Des essais sporadiques d’a, agonistes (romifidine : Sedivet®) ainsi que de
strychnine ont également été tentés (33). La romifidine entrainerait une amélioration sensible,
a priori expliquée par I’effet myorelaxant de ce tranquillisant. L’emploi de strychnine est trop

anecdotique pour prétendre a tirer des enseignements fiables.

Enfin, des essais de supplémentations vitaminiques en vitamine B1 (thiamine) dont
la carence est connue pour entrainer des axonopathies distales et en vitamine E dont le déficit
est a I’origine de la maladie du motoneurone central n’ont montré aucune amélioration

notable.
b. Traitements médicaux homéopathiques

Des essais de traitements a partir de dilutions de teintures-meres de strychnine,

Hypochoeris radicata, Ignatia, Lathyrus ont été tentés mais sans effet observé.

1.6.3. Traitement chirurgicaux

Le traitement chirurgical conseillé lors de harper consiste a réaliser une
myoténectomie du muscle extenseur latéral du doigt ou une ténectomie du tendon de ce
méme muscle au niveau ou il croise la surface latérale de I’articulation du jarret (34). Cette

intervention nécessite de realiser deux incisions verticales, proximalement et distalement a
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I’articulation du jarret. Dans un premier temps, les tissus sous-jacents sont dilacérés pour
atteindre distalement le tendon. Celui-ci est alors sectionné et, proximalement, le tendon est
tiré afin de le faire sortir de sa gaine. Cette intervention entraine une nette amélioration de la
démarche des animaux (70% d’apres Adams et Fessler), méme si celle-ci n’apparait pas
immédiatement aprés la chirurgie mais plut6t quelques jours a quelques semaines plus tard
(34). Cependant, la guérison n’est jamais totale et a tendance a laisser place a un léger
trainement des postérieurs, manifestation peu recherchée sur un cheval de sport, comme le
mentionne Collignon dans son étude épidémiologique (33). Comment expliciter de tels
résultats, Ia méme ou les traitements medicaux restent inefficaces et ou la forte présomption
d’une maladie d’intoxication nutritionnelle et neurogénique reste prédominante ? En fait,
méme si le mécanisme d’action reste méconnu, les résultats positifs de cette intervention
résideraient dans le fait que la proprioception et donc les influx nerveux sensitifs seraient
diminués, le tout entrainant une diminution de la contraction nerveuse. Ainsi, il s’agirait plus
d’une interférence avec le mécanisme de proprioception et non d’un traitement spécifique

en soi.

Cependant, le traitement chirurgical reste a I’heure actuelle le traitement donnant les
résultats cliniques les plus rapides et devient de plus en plus utilisé, comme a pu le souligner

Collignon (33).
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1.7. Etiologies : quelle est I'implication d’Hypochceris radicata L. ?

Historiqguement, les hypothéses concernant I’étiologie de cette affection ont été trés

nombreuses et tres variées.

Kendall en 1884 (1) rapportait déja le fait que la maladie serait due a I’ingestion de
plantes de la famille des Composés dont la pleine floraison se situe en été, parmi lesquelles
la possible Hypocheeris radicata. Cependant, des expérimentations menées en 1924 puis en
1926 (35) pour reproduire la maladie chez le cheval, en le faisant paturer sur un paddock
rempli de fleurs de cette espece, durant 82 jours, se sont révélées infructueuses. Les quantités
insuffisantes, les stades floraux non appropriés, I’absence de sensibilité du cheval testé ou
encore I’absence de controle d’autres facteurs pourraient expliquer de tels résultats.

Par la suite, les hypothéses émises ont été trés diverses. En 1950, O’Connor pose
I’hypothése que d’éventuelles lésions articulaires du jarret ou du grasset, des lésions
nerveuses non précisées, des affections plantaires, une contraction spasmodique des muscles
seraient responsables du harper (36). Ces éléments restent trés flous et forment plutdt une liste
de structures tissulaires endommagées que de réelles possibilités étiologiques, mais cet auteur
fait plus référence a des cas de harper dans sa forme classique, traumatique, que de cas de
harper australien. En 1962, Adams donne plus de précisions en rendant compte de
I’implication majeure du systéme nerveux dans la pathologie, en rattachant I’origine de
I’ Australian Stringhalt a une dégénérescence des nerfs sciatiques et/ou péronés associée a

des altérations de la moelle épiniere (37).

En 1979, Pemberton émet I’hypothése que la cause du harper serait liée a un
hyperthyroidisme a cause de certaines similitudes cliniques avec la maladie chez I’lhomme.
Cependant les dosages de thyroxine se révelent non concluants (38).

En 1989, Huntington, bien que mentionnant la possibilité d’intoxication vegétale,

émet aussi I’hypothese d’une maladie liée a I’ingestion de mycotoxines (2).
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Jusque 13, les cas de harper ont été trop sporadiques et anecdotiques pour justifier des
études plus poussées et les hypothéses n’ont pas été explorées plus avant. Or, depuis quelques
dizaines d’années, une recrudescence de cas sporadiques ainsi que d’épidemies de harper chez
les chevaux a pu étre recensée tout autant en Amérique du Nord qu’en Australie, Chili,
Nouvelle-Zélande et Europe. En France, a la suite de I’été caniculaire de 2003, de nombreux
cas sont recensés et permettent une communication plus poussée aupres des différents acteurs
de la filiere équine. L’intérét et les questions concernant cette pathologie et son origine ont

donc pu étre posés et étudiés de facon plus approfondie.

La plupart des comptes rendus épidémiologiques sont restés, la plupart du temps, sans
conclusion et, les étiologies soulevées se sont donc avérees tres différentes les unes des autres,
allant de I’ingestion possible de produits toxiques chimiques, de plantes toxiques, de
mycotoxines, aux maladies génétiques et/ou aux pathologies métaboliques particuliéres (2)
(39). En résumé, personne ne peut affirmer avec certitude, a I’heure actuelle, connaitre
I’origine de la maladie. Il est vrai que celle-ci se traduit par certains symptdomes pouvant
rappeler certaines autres maladies plus connues comme le lathyrisme dans sa forme nerveuse,
ou comme la carence en vitamine By, ou encore I’intoxication a certains produits chimiques

(organophosphorés ou acrylamide).

Cependant, la plupart des auteurs émettent préférentiellement la possibilité
d’intoxication végetale et rapportent la présence systématique de certaines especes végétales
dans les parcelles paturées. Parmi les especes les plus souvent mentionnées se retrouvent le
Ray-grass anglais (Lolium perenne L.), le chiendent (Cynodon dactylon L.), I’oseille (Rumex
sp.), les Chénopodes (Chenopodium sp.), les mauves (Malva parviflora L., Figure 1.7), les
gesses (Lathyrus sp., Figure 1.8), les pissenlits (Taraxacum officinale Weber, Figure 1.9) et la
porcelle enracinée (Hypochceris radicata L., flatweed ou catsear en anglais, Figure 1.10)
(10,13,39,40).
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Figure 1.7 : Photos de I’inflorescence et de I’appareil végétatif de I’espece Malva parviflora
(Sources : http://professorpbrainsblog.blogspot.com/2007_06 01 archive.html et
http://species.wikimedia.org/wiki/Malva_parviflora)

Figure 1.8 : Photo d’une Gesse. Elle se distingue notamment par ses tiges ailées, ses feuilles
paripennées a nombre de folioles réduits et a ses fleurs papilionacées (Source : B. Domange).
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Il est important de noter que I’appellation « dandelion », qui en Europe fait référence a
la dénomination latine du pissenlit (Figure 1.9), correspond dans d’autres régions a la porcelle
notamment en Australie (35), en Nouvelle-Zélande (12) ou au Chili. De plus, I’identification
entre différentes especes de la famille des Composées peut, pour des personnes profanes en

botanique, étre facilement sujette a confusion.

Figure 1.9 : Photo de Taraxacum officinale (Weber) ou Pissenlit Dendelion. Le terme
« dendelion » est utilisé de fagcon abusive dans certains pays anglo-saxon pour désigner la
porcelle enracinée et non le pissenlit dendelion (Source :
http://www.chirinka.com/catalog/index.php?cPath=23&main_page=index).

Progressivement, parmi toutes ces especes, Hypocheeris radicata est devenue I’espéce
la plus incriminée (10,13-15,38,40). En effet, hormis certains cas réfutant cette hypothése,
comme les cas recensées au Chili (16), les animaux atteints ont eu pour caractéristique
commune d’avoir paturé sur des parcelles pauvres, séches, sur lesquelles cette espéce était

présente en abondance.

En 1980, Pemberton tente de reproduire la maladie sur animaux de laboratoire en leur

injectant des extraits concentrés de plante mais sans succes (40).

En 1992, Gay et son équipe incriminent directement la plante, aprés I’observation de
cas d’Australian Stringhalt en Amérique du Nord (14) . En 2005, la relation est directement
soulignée par Gardner et son équipe lors de I’étude de cas en Virginie (15) ce qui est confirmé

par les cas observes en France apres I’été de 2003 (17).
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1.8. Prévention

Le traitement spécifique du harper étant actuellement encore inconnu, les
améliorations engendrées par la chirurgie et I’administration de phénytoine étant incertaines et
les guérisons spontanées étant longues et incomplétes, les mesures de prévention restent
indispensables et incontournables pour les propriétaires de chevaux faisant paturer leurs

animaux a I’extérieur. Cette prévention peut s’effectuer suivant 3 modalités :

- Un arrachage manuel des plants d’Hypocheeris radicata, action qui reste
raisonnable uniquement si le nombre de plants est peu conséquent au sein de la
parcelle. En effet, la puissance du systéme racinaire de cette plante limite un tel
procédé (Figure 1.10).

- Une réfection de la prairie, sachant que celle-ci doit se faire de fagon réguliere, la
colonisation de la parcelle par Hypochceris étant trés aisément réalisable par le vent.
Elle consiste en un désherbage suivi d’un labour puis d’un réensemencement de

la parcelle avec un mélange de Graminées.

- Un désherbage sélectif de la parcelle a I’aide de dérivés picoliniques, a base de
clopyralid ou de triclopyr. Ces herbicides sont efficaces contre les Astéracées telles
gue Hypocheeris mais restent tres toxiques et dangereux pour la faune aquatique et

sont donc susceptibles d’étre néfastes a long terme sur I’environnement.

Apres avoir décrit le tableau clinique relatif au harper, il demeure donc indispensable de
donner quelques éléments supplémentaires d’information concernant le végétal le plus

fortement incriminé a I’heure actuelle : Hypocheeris radicata.
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2. Hypochceris radicata (L.)
2.1. Habitat

Hypochceeris radicata (L.) ou Porcelle enracinée est une espéce de la famille des
Composées ou Astéracées. La répartition géographique mondiale de cette espéce végétale
rend compte de son formidable potentiel d’adaptation : elle s’étend ainsi sur de larges
variations de latitudes et de longitudes. Initialement originaire d’Asie, d’Afrique du nord et
d’Europe, on la retrouve, a I’heure actuelle, en Amérique du sud et du nord, en Australie, en
Nouvelle-Zélande, en Europe continentale et méditerranéenne ainsi qu’en Irlande et en

Grande Bretagne.

Concernant son biotope, cette plante affectionne les sols pauvres qui sont en général
acides. De ce fait, elle cotoie habituellement des indicateurs vegétaux d’acidité tels le Rumex
sp., les Setaria sp ainsi que d’autres espéces indicatrices de sols pauvres telles les Cynodon
sp., les Bromus mollis, les Hordeum sp. Elle peut donc se retrouver sur les sols graveleux et
sablonneux, les pelouses, les prairies et les terrains vagues. Il s’agit donc d’une plante

opportuniste, facilement adaptable et colonisatrice.
2.2. Etymologie

Sa terminologie frangaise « enracinée » rend compte de son profond ancrage dans le
sol grace & une racine puissante et persistante, ce qui entraine une certaine difficulté a
I’extraire mécaniquement (Figure 1.10). Son nom de genre francais « Porcelle » souligne son
ancienne utilisation en tant qu’aliment distribué aux porcs, ce qui sous-entend donc une

absence de risque toxique, tout du moins recensée chez cette espéce.

Ses racines grecques et latines soulignent, d’une part, de facon identique a la
dénomination francaise, la présence d’une racine de taille imposante (lat radix : racine) et,
d’autre part, son emploi ancestral en tant qu’aliment distribué aux jeunes porcs (gr uzd: sous,

X0Ipivo : PoOrce).
2.3. Description botanique et Biologie

Cette plante, de 20 a 40 cm de haut en moyenne (Figure 1.10), présente des tiges

pleines, dressées, glauques, ramifiées a I’apex desquelles s’ouvrent des capitules jaune vif
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solitaires (Figure 1.10 et Figure 1.11). Les seules feuilles forment une rosette basale de
feuilles hispides, hérissées de poils raides, a bords irréguliers, oblongues, atténuées a la base
et pennatifides (Figure 1.10 et Figure 1.12). Les tiges a la coupe laissent poindre un latex
colorant et irritant mais différent du suc laiteux et blanc de Taraxacum officinale (L.), appelé
plus communément Pissenlit dendelion. La Porcelle enracinée est une plante vivace qui
fleurit d’avril & septembre. Son systeme racinaire est profond, fibreux et puissant (Figure

1.10), ce qui explique en partie sa résistance et la repousse rapide de son appareil végétatif

aérien apres la coupe.

Figure 1.10 : Dessin (a gauche) et photo (a droite) d’Hypochceris radicata. La plante de 20 a
40 cm de haut, en moyenne, présente une rosette basale de feuilles hispides, hérissées de poils
raides, a bords irréguliers, oblongues, atténuées a la base, pennatifides ainsi que des tiges
pleines, dressees, glauques, peu ramifiées et a I’apex desquelles s’ouvrent des capitules jaunes
vif solitaires. Son systéme racinaire est profond, fibreux et puissant, ce qui explique en partie
sa résistance et la repousse rapide de son appareil végétatif aerien apres la coupe (Sources : B.
Domange et http://www.ruhr-uni-bochum.de/boga/html/Hypochoeris_radicata_Foto.html).
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Figure 1.11 : Photo d’inflorescences d’Hypochceris radicata a maturité. La plante présente des tiges
pleines, dressées, glauques, peu ramifiées et a I’apex desquelles s’ouvrent des capitules jaunes vif
solitaires. (Source : http://www.hear.org/starr/hiplants/images/hires/starr_080317_3615_hypochoeris_radicata.jpg).

Figure 1.12 : Rosette basale de feuilles d’Hypochoeris radicata (a gauche) et feuille
d’Hypochoeris radicata (a droite). On peut observer que les feuilles sont hérissées de poils raides
présents sur les deux faces (Source : http://www.oardc.ohio-state.edu/weedguide/singlerecord.asp?id=910).
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La Porcelle enracinée posséde un fort pouvoir colonisateur :

En effet, elle se développe trés rapidement, pouvant passer du stade germinatif au

stade plante fleurie, en deux mois a peine.

Ses fruits rassemblent de nombreuses graines pourvues d’aigrettes, assurant ainsi une

tres bonne dissémination anémophile et une colonisation géographique tres large.

Au pré, cette plante fait preuve d’une grande capacité de concurrence vis-a-vis
d’autres végétaux, ce qui en fait une plante opportuniste par excellence. Le recouvrement des
surfaces par ses rosettes de feuilles limite considérablement le développement d’autres

especes.

De plus, cette plante posséde un potentiel de résistance tout a fait exceptionnel face a
des périodes de sécheresse intense et prolongee, mais également face a I’utilisation de

nombreux herbicides.

Toutes ces particularités biologiques rendent compte de I’observation récurrente de
couverts végétaux composés quasi exclusivement par cette espéce végétale ainsi que de la
colonisation de plus en plus fréquente au sein du territoire francais, notamment a la suite
vraisemblablement des variations climatiques et d’épisodes chauds et secs qui tendent a se

multiplier de plus en plus.

Enfin, il est intéressant de noter que cette plante a pour caractéristique d’étre tres
appétante, les animaux en étant friands. En Nouvelle-Zélande ou en Australie, les animaux
domestiques paturant sur les prairies, porcs, moutons ou méme la faune sauvage privilégient

cette espéce végétale aux autres.

Sa présence quasi exclusive a I’état de pleine maturité sur les parcelles en période
estivale et son appétence vis a vis des animaux constituent les facteurs essentiels a prendre en

compte dans I’apparition de cas de harper.

Le harper australien, ses manifestations, son contexte, son étiologie probable et
I’implication d’Hypocheeris radicata ont été présentés. Certaines lacunes persistent donc
encore a I’heure actuelle et nécessitent d’étre comblées en vue, si possible, de proposer un

traitement spécifique.
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Cette premiére partie nous a permis de présenter les données concernant les
manifestations et les caractéristiques du harper australien chez le cheval. En résumé, cette
maladie saisonniére tend a se manifester en fin d’été/début d’automne, apres une période
exceptionnellement chaude et surtout séche, sur des animaux paturant la plupart du temps
sur des parcelles pauvres sur lesquelles sont recensées de grandes quantités d’Hypochceris
radicata. Les rares cas ou les animaux ont présenté les symptébmes, sans étre au pré et/ou
sans avoir été en contact avec la plante, semblent plus étre des cas de harper dans sa forme
classique ou des cas ou les inventaires botaniques n’ont pas été réalisés de fagon rigoureuse
(3,6). La concomitance des facteurs sécheresse et Hypochceris radicata n’est pas anodine : la
sécheresse entraine la prédominance de quelques rares espéces végetales résistantes dont
Hypocheeris radicata et cette derniére, suite aux stress hydrique et climatique, est plus apte a

synthétiser d’éventuels métabolites secondaires potentiellement toxiques.

Histopathologiquement, cette maladie s’apparente a une axonopathie périphérique
distale affectant préférentiellement les axones myélinisés de gros calibre et les plus longs
d’ou I’atteinte initiale des membres postérieurs, des nerfs récurrents laryngés entrainant le
cornage et la prédisposition possible de certaines races équines de grande taille (7).
Structuralement, les axones subissent une dégénerescence, la privation d’innervation de
certaines regions entrainant une atrophie secondaire sélective des muscles associés.
Fonctionnellement, ceci se traduit par un dysfonctionnement de la conduction nerveuse
associé a un dysfonctionnement de la contraction musculaire, le tout entrainant une
démarche mal coordonnée aux mouvements exacerbés. La composante nerveuse centrale
n’est pas a exclure du fait de I’aggravation lors de stress, d’excitation ou d’anxiété anormale

des animaux et du fait des résultats positifs obtenus avec certaines drogues a action centrale.

L’impossibilité a reproduire expérimentalement cette intoxication dans I’espéce cible
et chez les animaux de laboratoire n’a pas permis a ce jour de faire progresser les

connaissances sur cette maladie.

Les tests effectues sur chevaux paturant sur des paddocks envahis n’ont rien révélé
non plus, du fait du grand nombre de facteurs pouvant intervenir, de I’hétérogénéité du

nombre d’animaux atteints et des degres variables d’atteinte.
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Peut-étre les animaux de laboratoire ne sont pas aptes a reproduire la maladie avec
les méthodes classiquement employéees en toxicologie et leur sensibilité n’est peut étre pas

suffisante pour développer des Iésions ou symptémes.

C’est cet ensemble de facteurs inconnus et cette dépendance qu’ont les méthodes
classiques de prospection toxicologique a ne travailler que sur des modeles animaux réceptifs
et sensibles, a n’étudier des toxiques qu’une fois les dommages tissulaires et fonctionnels

mesurables, qui nous ont conduits a reconsidérer les méthodes d’approche employées.

Nous sommes incapables de reproduire la maladie car le toxique, si il est présent,
n’est pas apte a entrainer une réponse cliniqguement observable, le point de rupture entre
meétabolisme physiologique et pathologique n’étant peut étre pas atteint. Nous avons donc
émis une hypothese basée sur le concept d’orthologie : avant d’atteindre ce point de rupture,
avant que les désordres et dysfonctionnements métaboliques ne soit patents, I’administration
d’un toxique ou d’un agent inhabituel doit engendrer une empreinte, une marque visible dans

le métabolisme de I’organisme. C’est cette marque que I’on désire révéler.

La métabonomique est I’approche adaptée ; elle sera employée en premier lieu afin
de générer des données, sans a priori et en ayant une vision globale de I’organisme. En
second lieu, d’autres approches moins globales seront utilisées afin de venir conforter et
apporter des éléments de réponse supplémentaires.
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B.  Approches, techniques et systemes biologiques

Nous avons engageé cette thése sans avoir aucun a priori sur la nature, la localisation,
les cibles potentielles du ou des toxiques éventuels contenus dans la plante. Cependant, en
considérant que I’espéce Hypocheeris radicata était responsable de la maladie, nous avons
émis I’hypothése d’orthologie : les perturbations métaboliques faisant suite a I’ingestion de
la porcelle enracinée doivent présenter certaines similitudes entre especes. La seule approche

capable d’étudier les désordres métaboliques sans a priori est la métabonomique.
1. Lamétabonomique : une approche globale
1.1. Définition et généralités

La métabonomique est une méthode d’approche globale, basée sur la mesure
guantitative de réponses métaboliques multiparamétriques dynamiques de systémes vivants
aux modifications génétiques ou aux stimuli physiopathologiques et cela, grace a des

techniques non invasives le plus souvent (41).

Les termes de métabolomique et de métabonomique sont souvent utilisés sans
distinction précise. Cependant, de facon plus exacte, la premiére approche s’attache plus a
I’étude du métabolisme a I’échelle cellulaire, la seconde a pour ambition d’accéder a une
échelle plus vaste, en englobant les voies métaboliques propres a l’organe, voire a
I’organisme pris dans sa totalité. Dans ces deux cas, le concept général se fonde sur I’analyse
guantitative du métabolome (métabolome : ensemble des métabolites issus des réactions
biochimiques au sein d’un organisme ou d’un environnement cellulaire) et permet ainsi la
mesure de faibles variations de concentrations de métabolites ou petites molécules au sein

de matrices biologiques grace a une approche analytique globale.

De tres nombreux exemples existent dans la littérature sur les modifications
métaboliques associées a différentes maladies comme : le cancer (42-44), le diabéte (45),
certaines maladies cardiovasculaires (46,47), des maladies affectant le systeme nerveux (48-50),

les désordres métaboliques (51) et les maladies infectieuses (52-54).
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Le fait de prendre en compte le métabolisme de I’organisme dans sa globalité a pour
avantage de donner beaucoup plus d’informations et permet également de découvrir des
variations de certains metabolites inconnus a priori. L’avantage non négligeable de
I’approche métabonomique est sa capacité a pouvoir étudier I’évolution des modifications
ou disruptions métaboliques, les réorientations de synthése de molécules ou de voies
métaboliques a la fois dans le temps et dans I’espace. Il s’agit d’une méthode d’approche
holistique, infiniment réaliste, car tout déséquilibre doit étre appréhendé et interprété au

sein de son environnement et non de fagon isolée.
1.2. Principales techniques employées pour générer des donnees

La métabonomique ou devrait-on dire plus correctement les métabonomiques, de par
les techniques qui peuvent étre adoptées, permettent d’obtenir une « photo instantanée » de

I’organisme a un temps t, ce que I’on nomme profil ou signature métabolique.

Ces approches métabonomiques dépendent trés étroitement de plateformes
spectroscopiques avancées telles la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire
(RMN) ou la spectrométrie de masse (MS). Cependant, la technique la plus largement
répandue a I’heure actuelle et utilisée dans les domaines de la toxicologie et de la
pharmacocinétique est la spectrométrie RMN, ceci étant d0 en majeure partie a I’essor et
I’ampleur des travaux du Professeur Nicholson de I’Imperial College de Londres qui est, a
I’heure actuelle, la personne essentielle et incontournable de la métabonomique sur la scéne

internationale.

Ces technologies génerent des données a haut deébit a partir d’échantillons
biologiques. Elles composent alors un profil métabolique caractéristique pour de nombreux
métabolites endogénes biologiquement importants (55) qui refletent ainsi le statut
physiologique ou pathologique d’un organisme. Les échantillons biologiques pouvant étre
analysés sont des fluides biologiques tels que les urines, le liquide cérébro-spinal ou céphalo-
rachidien (LCR), le plasma ainsi que des cellules ou tissus. Pour un individu donné, la
matrice biologique est «scannée », permettant ainsi de révéler un profil métabolique
(signature métabolique), celui-ci étant obtenu par la mesure simultanée de centaines de
composants ou meétabolites. En effet, les réponses d’un organisme ou de cellules face a des

stimuli peuvent se traduire par une modification de ces profils métaboliques.
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Cette modification correspond plus précisément a un ajustement de I’environnement
intra ou extracellulaire nécessaire pour maintenir un état d’équilibre dynamique ou
homéostasie. Méme si I’homéostasie permettant a I’organisme de ne pas présenter de troubles
pathologiques est maintenue, les modifications métaboliques, aussi minimes et subtiles soient-
elles (et pouvant ne pas étre décelées pas d’autres voies d’approche plus conventionnelles)
ayant participé a ce maintien, peuvent étre décelées et exprimées par les altérations de

composition des différentes matrices biologiques.
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1.2.1. La spectroscopie par résonnance magnétique nucléaire
(RMN)

a. géneéralités

La spectroscopie par résonance magnétique est une technique extrémement puissante
pour déterminer la structure des molécules et pour identifier des molécules de faible poids
moléculaire au sein d’une matrice. Elle se fonde sur les propriétés de résonance des atomes

placés dans un champ magnétique intense.

La présence ubiquitaire des atomes d’hydrogéne au sein des biomolécules, tout
autant que sa distribution favorable comme isotope et sa sensibilité magnétique font de la
RMN du *H la technique de choix utilisée pour obtenir des profils métaboliques.

b. Principes physiques
Notion de spin

Tous les atomes possédent un noyau caractérisé par une charge électrique et une
masse. Ceux, dont le nombre de masse ou le numéro atomique est impair tels que *H, **C,
>N, *!p, possédent une propriété nommée le spin telle que les noyaux de ces atomes sont
caractérisés par un moment magnétique p. De ce fait, ils peuvent étre apparentes a de petits

barreaux aimantés.

En absence de champ magnétique By, les spins des noyaux sont positionnés au hasard.
En revanche, en présence de champ magnétique By, ces noyaux vont s’orienter et réaliser
un mouvement autour de Bo, similaire a celui effectué par une toupie autour d’un axe de
direction By (Figure 1.13a). Ce mouvement, appelé « mouvement de précession » par

Larmor est défini par la relation :

oo = yBo avec wg- la vitesse angulaire et y, le rapport gyromagnétique, caractéristique

du noyau.

Ainsi, les noyaux caractérisés par un y spécifique, en présence de champ magnétique
Bo, vont avoir pour caractéristique de présenter un mouvement de précession a une fréquence

caractéristique de Bo.
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Les atomes tels que *H, °C, °N, *'P possédent un nombre quantique de spin égal
a Y. De ce fait, en présence de champ magnétique externe, ces atomes peuvent prendre
21+1 positions possibles soit 2 orientations, sous forme de cénes paralléles ou antiparalléles
au champ magnétique By (Figure 1.13b). Ces deux orientations correspondent a deux niveaux

d’énergie. La différence d’énergie entre ces deux états est :
AE = hy/2n By (avec h = 6.626 x 10°** J s, constante de Planck).

Cette difféerence d’énergie dépend du champ magnétique appliqué By. Elle engendre
la présence de deux populations de niveaux d’énergie : Eq, et E_152, la premiere population
étant légerement supérieure a la seconde. De ce fait, la somme ou résultante de I’ensemble
des moments magnétiques des noyaux correspond a un vecteurm de méme sens et méme

direction que By.

W

v

Figure 1.13 : Schémas expliquant I’impact d’un champ magnétique uniforme By sur les
spins des noyaux de valeur % :a) mouvement de précession de Larmor de vitesse angulaire
o des noyaux caractérisés par un moment magnétique p autour d’un champ magnétique Bo,
selon un angle 6. b) cbnes décrits pas les deux populations de spin, caractérisées par deux
niveaux énergétiques Eq, et E.1o. La résultante entre ces deux populations est un vecteur Mg

de méme direction que By (D’apres Dumas, 2002).
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Spin soumis a un champ électromagnétique additionnel B,
Approche "énergétique"” a I'échelle nucléaire en mécanique quantique

La transition appelée également résonance entre deux états de spin est réalisée lors
de I’application d’un champ électromagnétique B;. Cette transition est susceptible de
s’accompagner de I’absorption ou de I’émission d’un photon ou quantum d’énergie, de

valeur :

AE = hv, (avec h = 6.626 x 10** J s, constante de Planck et v la fréquence du photon

absorbé).
Ormo=vyBoet AE=hy/2n By Soit:v=wo/2n

En RMN ou IRM, cette fréquence v est appelée fréguence de résonance ou fréquence
de Larmor. Cette derniere correspond donc a la fréquence que doit posséder un photon pour

induire une transition entre deux niveaux énergeétigques.

Si un champ magnétique additionnel B est appliqué au systéeme, les noyaux vont
avoir tendance a rentrer en précession autour de B;. Si les fréquences sont identiques, les
systemes rentrent en résonance. Le champ B; correspond alors a la composante magnétique

du photon qui entraine la transition ou phénomene de résonance magnétique.
Approche macroscopique dite "géométrique” en mécanique classique

La RMN, de maniére générale, consiste a étudier les modifications d'aimantation des
noyaux d'une substance sous l'action conjointe de deux champs magnétiques : un champ
magnetique principal statique, constant, permanent et élevé (By), suivant I’axe Oz et un
champ électromagnétique tournant ou onde de radiofréquence (B; ou RF) dans le plan
xQOy autour de Oz a la fréquence my. B est également appelé onde de radiofréquence car en

général la transition se situe dans le domaine des radiofréquences (Figure 1.14a).

L application du champ B; constitue une excitation du systeme responsable du
phénomeéne de transition energétique décrit précedemment. La résultante magnétique My
décrite précédemment et initialement colinéaire a Oz subit un basculement d’un angle i par

rapport & Oz, tel que : | =y B1 7, ou t représente la durée de cette excitation.

35



Chapitre | Contexte et Méthodes

Lors de ce basculement, deux composantes du vecteur M apparaissent; une
composante longitudinale M, et une composante transversale M,y (Figure 1.14b). Aprés
arrét de cette excitation, le systéme revient progressivement a son état initial en réalisant une
rotation dans le plan xOy durant laquelle la composante M, augmente et la composante M,y
diminue. Cette phase est appelée phase de relaxation (Figure 1.14c). Une bobine positionnée
sur Ox permet de générer I’onde de radiofréquence RF ou B; et d’enregistrer le signal
électrique généré par la rotation de M dans xQOy. Ce signal, nommé « signal de précession

libre » ou FID pour « Free induction decay » permet de renseigner sur :

- le temps de relaxation longitudinale T1 par rapport a I’axe Oz, caractéristique du

retour de la composante longitudinale M, dans son état originel My.

- Le temps de relaxation transversale T2 dans le plan xOy correspondant au retour

de la composante transversale My, dans son état initial c'est-a-dire de valeur nulle.

b) o)
z o \ z X
E ﬁ By A My By AN B,
— [ = il - | =
: g M. =
v J M. 1_2 . 3
\\~ S Bobine émettrice 1 BU}-'.'iﬂE réCE]:lIiCE
: r y champ B, 0 o signal (FID) ¢ >
Ty v - y
- Mz
& E’ My

X

1

Figure 1.14: Schéma matérialisant les étapes générées par I’application d’un champ
magnétique additionnel B1 ou onde de radiofréquence électromagnétique RF. a) En
absence de B, les spins décrivent un cone de précession autour de Oz. b) Aprés application
de Bj, la résultante magnétique M quitte son état initial Mo en faisant un angle i avec Oz,
générant ainsi 2 composantes M., la composante longitudinale suivant Oz et M,y, la
composante transversale dans le plan xQOy. c) apres arrét de I’impulsion, le systéme est en
phase de relaxation : la résultante magnétique M revient a son état initial Mo en décrivant une
rotation dans le plan xOy, rotation générant un signal appelé FID ou signal de précession libre

détecte par la bobine (D’aprés Dumas, 2002).
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Cependant les noyaux ne sont jamais retrouvés isolément. De ce fait, la fréquence de
Larmor ou de résonance décrite précédemment, outre le fait de dépendre du type de noyau
étudié, dépend également de I’environnement électronique de celui-ci au sein méme des
molécules. L’environnement électronique est un facteur de modification du champ

magnétique By.
Notion de déplacement chimique

Chaque noyau percoit un champ magnétiqgue By, plus ou moins atténué par

I’environnement, appelé constante d’écran électronique.

Un échantillon biologique est constitué de molécules elles-mémes composées de
plusieurs atomes. L’analyse en spectrométrie RMN du *H génére des spectres sur lesquels
chaque type d’atome d’hydrogene est matérialisé par un pic. En fonction de leur
environnement nucléaire, chaque proton ou noyau va se caracteriser par une fréquence definie
(v). Ces fréquences sont repérées par rapport a la fréquence (vref) d’une référence interne le
trimethylsilane (TMS ou TMSP). On appelle déplacement chimique (8), la différence entre
la valeur de champ de résonance du noyau mesuré et celle du TMS, le tout ramené a un

nombre sans dimension (vo).
8 = (v-vrer).10%v, avec & exprimé en ppm ou parties par million

En RMN du proton, I’échelle & ne dépasse pas 15 ppm. Chaque pic est caractérisé par
son déplacement chimique propre au noyau mais est influencé par I’environnement
électronique des autres noyaux alentours constitutifs de la molécule étudiée. De ce fait, en
ayant acces au deplacement chimique de chaque pic, on accede également a des informations

concernant la structure de la molécule.
Environnement électronique et notion de couplage spin-spin

Pris isolément, un noyau génére un pic ou singulet a un déplacement chimique précis
correspondant a la seule perturbation du champ magnétique Bo. En revanche, en présence
d’un noyau entouré d’autres noyaux, comme au sein d’une molécule, une interférence peut

avoir lieu générant ainsi des fragmentations des signaux initiaux en multiplets.
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Au sein d’une molécule, ce phénomene est appelé le couplage spin-spin, caractérisé
par une constante de couplage appelée J, indépendante du champ magnétique By
contrairement au déplacement chimique, mais sensible aux types de liaisons entre atomes et

mesuree en Hz.
Obtention du signal RMN, RMN a 1 dimension

Apreés avoir géneré le signal, celui-ci doit étre traité avant de pouvoir étre interprété.
Acquisition du signal

L acquisition du signal RMN a 1 dimension nécessite trois phases (Figure 1.15) : une
phase de préparation permettant de faire revenir le systtme a un état initial, la phase
d’excitation ou d’impulsion avec application d’une onde électromagnétique RF permettant
de réaliser le phénomene de résonance puis une phase de détection permettant de capter le

signal de précession libre.

Afin d’augmenter la sensibilité de I’acquisition, une répétition d’un certain nombre de

« scans » ou expériences est réalisée, celles-ci etant sommeées par la suite.

- >

Temps

Préparation Impulsion BF ‘JDéte ction

" [ % nombre de scans ]

Figure 1.15: Schéma représentant les différentes phases permettant I’acquisition d’un
signal en RMN 1D : préparation, impulsion RF et détection du signal de précession libre ou
FID (D’aprés Dumas, 1992).
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Traitement du signal

Ce traitement fait appel a une transformation de Fourier dont le but est de convertir

le signal relatif au temps a un signal relatif a une frequence.
c. Dispositifs

Le champ magnétique Bg est produit par un aimant qui se doit d’étre homogéne et
stable dans le temps pour obtenir des résultats reproductibles. De I’intensité de cet aimant
(mesuré en Tesla) dépend la qualité du rapport signal sur bruit. La résolution spatiale est liée

a l'intensité du champ magnétique ainsi qu’a la durée de lI'acquisition.

L’aimant supraconducteur est a I’heure actuelle le type d’aimant le plus répandu. En
jouant sur le fait que le métal, dans un environnement a tres faible température, (assuré par la
présence d’hélium liquide a -296°C) perd sa résistance, limitant au maximum les pertes de
chaleur, cela permet d’augmenter d’autant plus I’intensité et donc d’améliorer la

résolution.

Autour de cet aimant se trouvent 3 bobines X, Y et Z dont le r6le est de faire varier le
champ magnétique suivant des axes spécifiques, ceci permettant notamment de sélectionner

des plans de coupe.

L’introduction d’un organisme ou échantillon dans I’aimant peut faire varier
I’homogénéité du champ. Des correcteurs ou «shims », plagues ferromagnétiques ou
bobines supraconductrices permettent de régler, grossierement pour les premieres, plus

finement pour les secondes, I’homogénéité du champ.

Les antennes sont des dispositifs en bobine situées en périphérie, autour de
I’organisme ou de I’échantillon a analyser. Elles permettent de produire ou capter un signal
de radiofréquence et peuvent répondre a la fréquence de précession des protons c'est-a-dire

leur changement de direction autour de I’axe.
d. Avantages et limites de la technique

La spectrométrie RMN constitue une technique relativement robuste, accessible
financiérement une fois I’investissement de I’appareil réalisé. Elle permet de « scanner » des

centaines d’échantillons en un temps relativement restreint. Cette capacité a générer un
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grand nombre de renseignements sur une matrice biologique fait de la technique RMN, la
technique choisie préférentiellement comme outil de « screening » dans le domaine de la

toxicologie.

Un autre avantage non négligeable de la spectroscopie par RMN est son aptitude a
analyser des organes intacts, donc sous forme solide, ceci grace a la méthode a HRMAS
(high-resolution magic angle spinning), ou apres extraction, ce qui revient a analyser des
échantillons sous forme liquide. Enfin, les probléemes d’ionisation ou de volatilisation
différentielle, présents dans les analyses réalisées par spectrométrie de masse, n’existent pas

avec la spectrométrie par résonance magnétique nucléaire.

Cependant, sa sensibilité demeure faible en comparaison des techniques de
spectrométrie de masse. De ce fait, elle ne détecte que les métabolites présents a forte

concentration (de I’ordre de la umole).
1.2.2. La spectrométrie de masse (MS)

a. Spectrométrie de masse : généralités

La spectrométrie de masse est une technique analytique fournissant des informations

sur la nature, la composition et la structure des molécules présentes au sein d’un échantillon.

Le principe de ce type d’analyse réside sur la séparation de molécules chargées en
fonction de leur rapport m/z (masse/charge). Les molécules sont ionisées dans une source
d’ionisation. Suite & leur accélération, les ions formés sont soumis alors & un champ
électrique et/ou magnétique permettant de les filtrer, un par un, suivant leur rapport
masse/charge (m/z), I’abondance de chaque ion étant mesurée par un détecteur. Les résultats
sont alors présentés sous forme de spectre de masse représentant I’abondance de chaque ion

en fonction de son rapport m/z.

Le spectrométre de masse comprend donc un systeme d’introduction de I’échantillon,
une source d’ionisation, un ou plusieurs analyseurs qui séparent les ions en fonction de leur
rapport m/z, un détecteur qui capte, comptabilise et amplifie les signaux et enfin d’un systeme

informatique permettant de traiter ces derniers.
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Le systeme d’introduction de I’échantillon peut se faire en phase gazeuse, liquide,
solide ou en association avec des méthodes séparatives (chromatographies en phase liquide ou

en phase gazeuse).

La source d’ionisation a pour réle de vaporiser et d’ioniser les molécules. Elle peut
étre utilisée suivant deux modes : I’ionisation positive permettant d’étudier les ions positifs et
I’ionisation négative permettant d’étudier les ions négatifs. Il existe, de plus, différents types
de sources en fonction du resultat que I’on désire obtenir : dans cette étude ont été utilisés le

bombardement par atomes métastables (MAB) et I’ionisation par électrospray (ESI).

Les analyseurs permettent de séparer les ions en fonction de leur rapport m/z.
Peuvent étre distingués les analyseurs basse résolution (exemples : les quadrip6les) et les
analyseurs haute résolution, permettant de mesurer la masse exacte des ions (exemples, le FT-
ICR, I’orbitrap, le TOF : temps de vol ou Time Of Flight). Certains analyseurs peuvent étre
couplés ensemble (exemple: MS/MS) assurant une premiére séparation des ions, une

fragmentation de ceux-ci puis, une seconde séparation.

Enfin, le détecteur transforme les ions en signal et amplifie ce dernier afin qu’il

puisse étre traité.
b. Intéréts de la spectrométrie de masse

Parmi les principales utilisations de la spectrométrie de masse, peuvent étre cités :
I’analyse structurale et la quantification des molécules, le séquencage de biomolécules

telles que les protéines, les polysaccharides ou encore les oligonucléotides.

c. Sources d’ionisation et type d’analyseurs utilisés

dans cette étude
Spectrométrie de masse et ionisation par électrospray ou électronébulisation (ESI)

A pression atmosphérique, I’échantillon liquide est transformé en gouttelettes (spray)
chargées sous I’effet d’un champ électrique. Les ions sont ensuite désolvatés a la suite d’une
chaine d’explosions coulombiennes des gouttelettes chargées.

41



Chapitre | Contexte et Méthodes

L’ionisation par électronebulisation est dite « douce », permettant la formation
d’ions moléculaires, c'est-a-dire sous forme de molécules non fragmentées. De plus, la
source ESI est associable a de la chromatographie en phase liquide, d’ou le terme de LC-
ESI-MS.

Spectrométrie de masse Py-MAB-Tof

La technique d’ionisation par bombardement par atomes métastables ou « metastable
atom bombardment » (MAB) (56) est couplée dans notre cas a la pyrolyse, comme systéme
d’introduction des échantillons. Les ions sont produits selon un processus a énergie controlée
par bombardement d’atomes métastables et analysés par un analyseur de masse rapide de
type « temps de vol » ToF (Py—MAB-ToF). Tout d’abord, un faisceau d’atomes métastables
est produit par une décharge couronne dans un flux d’azote ou de gaz rare comme I’hélium, le
néon, I’argon, le krypton ou le xénon. Dans notre étude, I’azote a été utilisé pour générer des
atomes meétastables. Puis, aprés réaction d’ionisation entre les atomes métastables et les
molécules en phase gazeuse, I’analyseur « ToF » permet de recalculer le rapport m/z des ions
en fonction des impacts différés sur le détecteur : de faibles m/z rentreront en contact plus

rapidement avec ce dernier.

Cette technique permet un haut débit d’analyses grace a la possibilité offerte par la

pyrolyse d’introduire rapidement des échantillons complexes dans la source d’ionisation.

Cette source met en jeu des énergies d'ionisation discrétes et variables, en fonction du
gaz utilisé pour genérer des atomes métastables. Ainsi, il est possible de controler
précisément la fragmentation des ions ainsi que d’ioniser sélectivement certaines
molécules de la matrice ce qui réduit les interférences lors de I'analyse. Cependant, ce type
d’analyse ne permet d’accéder qu’a des molécules pouvant étre volatilisées par le pyrolyseur

et pouvant étre ionisées par le gaz utilisé.

d. Avantages et inconvénients de la spectrométrie de

masse

La spectrométrie de masse posséde des atouts non négligeables pour I’étude des
matrices complexes. En effet, cette technique est extrémement sensible, d’autant plus
lorsqu’elle est couplée a la chromatographie en phase liquide (LC-MS).
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Par rapport a la RMN, la faiblesse de la spectrométrie de masse réside dans des

problémes relatifs de reproductibilité de séparation chromatographique et d’ionisation.

L’utilisation de techniques analytiques a haut débit, telle que la spectrométrie par
RMN, entraine la production de spectres contenant des milliers de signaux, correspondant a
autant de centaines de molécules endogénes. L’information latente relative au statut
meétabolique global d’un individu et encodant les réponses metaboliques a des facteurs
génétiques ou environnementaux, comme I’alimentation, I’age, le sexe, le stress, la maladie,
peut étre extraite des données contenues au sein des spectres en faisant appel a des outils de
modélisation mathématique. De nombreuses stratégies de modélisation chimiométriques,
statistiques et bioinformatiques peuvent étre utilisées pour définir les limites metaboliques de

maladies ou pour contrdler la progression de celle-ci, avec, ou sans traitement thérapeutique.
1.3. Principales techniques statistiques utilisées

Cette complexité, associée a la présence de variations biologiques intrinséques entre
les individus et les échantillons, rendent donc nécessaire I’utilisation concomitante de
méthodes statistiques permettant une réduction des données ainsi qu’une représentation
de ces derniéres facilitant I’acces a I’information biochimique sous-jacente. Ceci est
particuliérement nécessaire dans les situations pour lesquelles la matrice de données est
construite sur un nombre plus important de variables que d’échantillons. Aprés avoir retiré
les signaux redondants, I’analyse des données initiales permet de représenter les échantillons
en fonction de leur composition biochimique. Les échantillons provenant d’individus
présentant un méme état physiopathologique sont généralement similaires dans leur
composition. Grace aux outils statistiques d’analyse multivariée comme I’Analyse en
Composantes Principales (ACP) ou I’Analyse Factorielle discriminante (AFD), on arrive a
comparer ces ajustements de profils métaboliques entre individus témoins et individus traités
et a définir ainsi un phénotype métabolique ou «métabotype» (57). Ces méthodes permettent
de réduire les dimensions de bases de données complexes au moyen de procédures de
cartographies bi- ou tridimensionnelles, facilitant ainsi la visualisation de la structure
intrinséque a la matrice. Le but est d’identifier les métabolites les plus corrélés a

I’apparition d’une maladie ou d’un processus toxigue.
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Les techniques statistiques non supervisées incluant les ACP et les classifications
hiérarchiques ne nécessitent pas de connaissance au préalable sur I’appartenance des
individus a un groupe ou une classe et valorise toute la variance intrinseque a un jeu de
données afin de représenter graphiquement les individus au sein d’un espace
multidimensionnel. En d’autres termes, I’ACP est une méthode factorielle linéaire qui a pour
but de réduire I’espace de représentation des données pour une meilleure compréhension
en construisant des variables synthétiques, appelées composantes principales, qui vont
résumer I’information. Ces composantes principales sont des combinaisons linéaires des
variables initiales dépendantes (dont le coefficient de corrélation est non nul) et sont
ordonnées par ordre décroissant des valeurs prises par leur variance. En général, les 2 ou 3
premiéres composantes sont retenues car elles expliquent la majorité de I’information. Ainsi,

I’utilisation d’ ACP permet généralement de représenter les données sur 2 ou 3 dimensions.

Les techniques statistiques supervisées rapportent la variance des données a un
facteur prédéfini, le but étant de maximiser la variance intergroupe et de minimiser la
variance intragroupe. En d’autres termes, elles utilisent I’information d’appartenance a une
classe pour maximiser la séparation entre les classes. Parmi ces dernieres, nous pouvons citer
I’AFD ou Analyse Factorielle Discriminante, la PLS-DA ou Partial Least Square ou analyse
partielle des moindres carrés. Ces techniques peuvent servir a prédire la position d’individus
inconnus en se fondant uniquement sur leurs propriétés spectrales en RMN du 'H et, sont
ainsi tres utiles pour la mise en place de modeéles de prédiction du potentiel toxique d’un

xénobiotique, par exemple.
1.4. Métabonomique, pharmacocinétique et maladies

La métabonomique est donc un outil qui permet d’accéder aux voies métaboliques
impliquées lors d’un processus toxicologique par exemple et cela, a différentes étapes du
processus, ou d’identifier des marqueurs de maladies utiles lors des phases de diagnostic. En
effet, en premier lieu, la capacité a générer un grand nombre de données en peu de temps
constitue un avantage non négligeable dans I’étude des maladies au sein de la population
humaine. Son caractére non invasif ainsi que la facilit¢ d’obtention des échantillons
biologiques (urine, plasma) constitue un bénéfice supplémentaire. De plus, comme il a pu étre
fait mention plus haut, le fait de ne pas avoir d’a priori concernant les voies métaboliques

éventuellement impliquées dans une pathologie est un atout appréciable. Cette méthode est
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donc une opportunité extraordinaire pour étudier les maladies pour lesquelles, jusqu’a présent,
les méthodes d’approche classique sont restées vaines, du fait de I’absence de biomarqueurs
fonctionnels fiables. La métabonomique permet enfin de pouvoir corréler des parameétres
obtenus par des voies et techniques d’approches différentes, telles que des parametres
biochimiques (examens cliniques classiques), des parametres métaboliques (analyses RMN
des fluides biologiques), des paramétres d’ordre génomique (études transcriptomiques)...et

constitue donc une voie d’approche pour la compréhension des processus pathologiques.

L’intérét spécifique de cette méthode d’approche dans I’étude des maladies et de
désordres nerveux a été présenté dans la littérature. De plus en plus d’exemples confortent
I’importance, I’essor et les avantages futurs qu’elle peut apporter (58).

Enfin, la métabonomique est désormais reconnue comme un outil performant dans
I’évaluation de la toxicité de composés potentiellement toxiques. De ce fait, elle a été tres
largement adoptée par de nombreuses firmes pharmaceutiques dans les protocoles de
développement de leurs meédicaments (59) : les méthodes d’analyse par spectroscopie RMN
du 'H, HRMAS de tissus sont de plus en plus utilisées en industrie pharmaceutique, par
exemple, dans le but de mieux comprendre I’impact toxicologique de nouveaux composes.
L’utilisation conjointe de différentes techniques d’analyse et de nouvelles méthodes
chimiométriques permettent d’accéder directement aux effets physiologiques et pathologiques
et ainsi de mieux gérer la sécurité de nouvelles molécules médicamenteuses dans les étapes de
recherche clinique et préclinique (60,61). Ceci autorise le rattachement des données issues
d’analyses de fluides biologiques et des données issues des études d’histopathologie et révele

les mécanismes de toxicité au niveau moléculaire.
1.5. Limites et adaptations de la méthode

Parmi les limites de la méthode, la possibilité de générer des résultats faux-positifs
lors de situations dans lesquelles le composé d’intérét est a I’origine de changements

métaboliques significatifs mais sans toxicité associée est souvent évoquée.

Une autre limite a I’application de la méthode est de pouvoir disposer du matériel
biologique approprié a I’étude de certaines maladies comme, par exemple, le liquide cérébro-
spinal dans les neuropathies. Aussi, une facon de contourner ce probléme est d’étudier

directement I’organe concerné. La technique de spectroscopie *H NMR-MAS sur tissus

45



Chapitre | Contexte et Méthodes

intacts permet d’accéder directement aux biomarqueurs tissulaires pouvant étre en lien avec
des Iésions histologiques observées. Toutefois, des études ont montré que les résultats étaient

plus complets avec une extraction de I’organe en phase aqueuse et en phase lipophile (62).

Enfin, I’obstacle majeur a I’heure actuelle au développement de la métabonomique
ainsi qu’aux autres techniques s’intéressant a I’analyse du métabolome, est le manque de
banques de données référencant les différents biomarqueurs dans diverses matrices
biologiques, chez les animaux de laboratoire comme chez I’homme, sur patients malades
comme sur animaux traités. Ces données nécessitent d’étre répertoriées. En parallele, cela
requiert de fagon concomitante d’établir une standardisation des protocoles, d’obtention et de
production de données brutes.

Concernant nos travaux de recherche, la métabonomique a été adoptée afin
d’explorer en premiere intention les phénomenes biologiques liés a I’ingestion d’Hypochceris
radicata chez I’animal de laboratoire puis de circonscrire le périmétre de perturbations
métaboliques engendrées par I’ingestion d’Hypochceris radicata. Une fois celui-ci cerné, ces
premiers résultats ont été confortés et précisés. C’est dans cette optique qu’il a été fait appel
aux approches plus spécifiquement adaptées a I’exploration du systéme nerveux central :

I’imagerie par résonance magnétique nucléaire ainsi que I’approche comportementale.
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2. Autres méthodes d’exploration cérébrale
2.1. Le cerveau, un « organe » atypique

La connaissance des parametres biochimiques caracteristiques de la fonctionnalité des
organes peut étre accessible via I’étude des biofluides (sang, plasma, urines, ...),

contrairement au systéme nerveux central qui contréle un grand nombre de fonctions.

Certes, le liquide céphalo-rachidien peut constituer un intermédiaire a son étude mais

les moyens de prospection restent limités.

L’accés a I'intégrité du systeme nerveux central est donc difficile de par sa

localisation et de par la multitude de fonctions qu’il régit.

Ceci nécessite donc de développer des techniques et moyens d’approche plus
specifiques et adaptés mais pouvant toujours constituer des outils pratiques et utilisables en

recherche comme en clinique.
2.2. Les difféerentes techniques d’approche

Dans le cas de la métabonomique, des renseignements peuvent étre obtenus sur le
métabolisme cérébral et sur ses signatures metaboliques mais cette méthode reste invasive
pour cette exploration spécifique et ne peut se faire qu’apres sacrifice des animaux. Méme si
ces données peuvent permettre de remonter ensuite a des hypothéses de voies métaboliques
impliquées, un certain nombre d’éléments font défaut. En effet, des voies métaboliques
similaires peuvent appartenir a des aires cérébrales différentes dont le fonctionnement régit un
comportement ou une fonction cognitive complexe mais précise. En d’autres termes,
concernant I’encéphale, I’acces a ces voies métaboliques renseigne donc sur des processus
élémentaires mais pas sur les aires précises ou se localisent celles-ci et ne donne donc aucun

élément concernant la fonction pouvant étre affectée.

L’imagerie in vivo possede les avantages de la métabonomique réalisée in vitro sur
extraits cérébraux mais également le bénéfice de pouvoir repérer les perturbations parfois
plus précisément dans une aire ou région plus spécifique du cerveau et de réaliser un suivi
au cours du temps de ces modifications. Cette technique peut donc étre un moyen d’accéder

a des fonctions cérébrales. Par contre, le facteur limitant est, comme cela a pu étre mentionné
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précédemment, que les concentrations en métabolites soient en quantité suffisante pour
permettre d’étre quantifiées et donc révélées sur des cartographies cérébrales (en IRM

fonctionnelle) ou méme en spectrométrie par résonance magnétique nucleaire.

Dans le cas de notre étude, ou un métabolite d’intérét et les modifications engendrées
restent assez minimes et tenues, ou dans le cas ou I’on désire conforter une autre approche et
ses résultats, il peut étre intéressant d’accéder a ces grandes fonctions par une autre méthode,
c’est le réle des études comportementales. Rappelons a ce niveau que de telles études
servent, le plus souvent, d’approches complémentaires apportant des éléments
supplémentaires d’information ou confortant une observation ou résultat précédemment

obtenu mais doivent étre maniées avec prudence lorsqu’elles sont utilisées de fagon isolée.
2.3. L’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM)

Le but n’est pas de présenter de maniere exhaustive cette technique d’imagerie mais
de préciser certaines données permettant de mieux comprendre les expérimentations qui ont

pu étre conduites et les multiples potentialités que peut offrir I’imagerie.
2.3.1. Définition ; généralités

L’imagerie par résonance magnétique ou IRM est une méthode d’imagerie, née des
le début des années 70, en parallele avec le développement de la numérisation. Initialement
utilisée par les physiciens et les chimistes, I’IRM a vite été adoptée par les biologistes qui ont
vite compris les avantages que pouvait revétir une telle technique. En effet, le principe
physique sur lequelle elle repose, conceptualisé par Bloch et Purcell, en 1946, sont similaires
a ceux utilisés dans la techniqgue RMN in vitro. Les atouts supplémentaires de I’IRM résident
dans la possibilité d’étudier des organismes in vivo et dans celle des reconstitutions d’images.
Au cours des 20 derniéres années, I’IRM s’est perfectionnée et diversifiée offrant ainsi des
domaines d’application supplémentaires comme I’imagerie morphologique et anatomique,
I’imagerie fonctionnelle (perfusion tissulaire (63), volume sanguin cérébral), angiographique,
métabolique ou encore I’application en génie des matériaux (imagerie du mouvement, des

flux, de la perfusion ou méme de la composition chimique).

En pratique, I’IRM constitue un véritable atout de part son innocuité, sa précision des

images fournies, sa mesure d’un nombre toujours plus conséquent de parameétres physico-
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chimiques.

Ainsi, tout comme la technigue RMN utilisée en métabolomique, I’IRM trouve ses

fondements dans les propriétés de la spectroscopie par résonance magnétique.

L’ IRM(N) comme la RMN reposent toutes deux sur les propriétés magnétiques des
atomes et plus précisément de leur noyau, étudiés grace a un champ magnétique et une onde
de radiofréquence. Contrairement a la RMN, le terme IRM omet volontairement le qualificatif
« nucléaire », principalement en vue de ne pas effrayer les patients, le qualificatif étant

associé, de facon non raisonnée, aux rayonnements ionisants et aux sources radioactives.

2.3.2. Particularités et application de la résonance magnétique

nucléaire a I’imagerie

Le proton ou atome d’hydrogene est largement prépondérant dans I’organisme, surtout
grace a sa présence au sein de la molécule d’eau. La RMN et I’IRM du proton utilisent la
propriété des protons de l'organisme, et donc en particulier ceux de I'eau, d'émettre des
signaux lorsqu'ils retournent a leur état d'équilibre aprés avoir été stimulés par un champ
magnétique. En IRM, I’utilisation de ce signal permet de reformer les images correspondant

aux éléments anatomiques.

Nous avons déja vu précédemment que I’application d’un gradient directionnel sur le
champ magnétique By modifie le champ, la localisation et relaxation des protons. Les protons
vont réémettre I’énergie envoyée sous forme d’impulsions de radiofréquence formant une
onde électromagnétique ou signal de précession libre. La fréquence de cette onde dépend,
d’une part, de I’intensit¢ du champ magnétique et, d’autre part, de I’environnement

moléculaire du proton.

Suite a I’impulsion ou excitation, le systéeme revient progressivement a I’équilibre : il
s’agit de la phase de relaxation. Celle-ci peut étre progressive suivant la composante
longitudinale (M;) : on parle de relaxation T1, soit plus rapide, suivant la composante

transversale (M,y), on parle alors de relaxation T2.

En modifiant les parametres d'acquisition IRM, c'est-a-dire en jouant sur le temps de
répétition entre deux excitations (TR : temps de répétition) et le temps entre le signal
d’excitation et la réception de I’écho de ce signal (TE : temps d’écho), l'utilisateur peut ainsi
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modifier la pondération de lI'image, c’est-a-dire faire apparaitre des différences entre les tissus
car ces derniers ont des temps de relaxation T1 et T2 différents liés a des différences dans leur
richesse respective en proton et des environnements différents. De ce fait, ils peuvent
renvoyer des signaux différents et étre distinguables, assurant un contraste final suffisant pour

la matérialisation de I’image.

Les paramétres de pondération TR et TE sont donc differents en fonction du type de

pondeération T1 ou T2 retenu.

En conservant un TE court de 10 a 20 ms et un TR de 400 a 600 ms, on neutralise les
différences de temps T2 et on obtient ainsi un contraste d’image pondéré en T1, dite
« anatomique ». Dans le cerveau, ces séquences permettent de distinguer la substance

blanche de la substance grise et d’utiliser des produits de contraste.

En conservant un TE long > 80 ms et un TR > 2000 ms, on neutralise les différences
de temps T1 et on obtient ainsi un contraste d’image pondérée en T2, dite « tissulaire ».

Ces séquences permettent ainsi de mettre en évidence I’eau et les cedémes.
2.3.3. Applications

De facon générale, I’'IRM permet de bien identifier les lipides et I’eau. Certaines
applications sont plus spécifiques et constituent des sous-domaines d’application. Les
éléments anatomiques pouvant étre visualisés et étudiés par IRM sont, de ce fait,

multiples. A titre d’exemple, peuvent étre citeés :

- I’encéphale avec I’lRM fonctionnelle se base exclusivement sur les propriétés des deux
formes de I’hémoglobine. L’oxyhémoglobine dans sa forme oxydée est non active en IRM, sa
forme réduite ou désoxyhémoglobine, I’est en revanche, car fortement paramagnétique. Il est
des lors possible de visualiser et de suivre les afflux de sang au sein de I’encéphale et donc

les zones dont I’activité augmente ; c’est ce qui est nommé signal BOLD (64,65).

- la moelle épiniére, les muscles, les organes viscéraux,
- le cceur (IRM cardiaque) dans le diagnostic de cardiomyopathies, myocardites (66),

- les gros vaisseaux tels les arteres (angio-IRM) pour visualiser sténoses, anévrismes
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et artérites (67), les articulations des membres et les vertébres.
2.3.4. Spectroscopie par résonance magnétique
a. Définition

La spectroscopie par résonance magnétique du proton (SRM-'H) est une méthode
d’exploration non invasive et in vivo de la composition moléculaire des tissus au cours d’un
examen conventionnel par IRM. Elle permet d’identifier les métabolites impliqués dans des

processus physiologiques ou pathologiques.

Dans les études que nous avons réalisées en IRM, nous nous sommes limités a la
spectroscopie du proton, tout comme les analyses faites en métabonomique, technique la plus

fréquemment réalisée en IRM clinique.

Si ’IRM repose sur la détection du signal RMN des molécules d’eau, en revanche le
principe de la SRM-'H est de supprimer ce signal afin d’étudier celui des molécules mobiles &

courte chaine carbonée et de réaliser une caractérisation biochimique du tissu exploré.

Les molécules ayant des protons observables en spectroscopie par résonance
magnétique cérébrale sont relativement limitées (68). Ceci dépend du temps d’écho pratiqué

et donc du type d’acquisition.

Un TE long (135 ms), permet de collecter les signaux des molécules ayant un T2

suffisamment long, c'est-a-dire le N-acétyl-aspartate, la créatine, la choline et le lactate.

Un TE court (15-40 ms), rend possible I’identification du myo-inositol, du complexe
Glutamine/Glutamate/GABA et des lipides libres. Ces différentes molécules ont chacune une

signification biologique précise :

- Le N-acétyl-aspartate résonant a 2,02 ppm, constitue un marqueur de la densité et

viabilité neuronale. Sa teneur diminue lors de souffrance neuronale.

- La creatine/phosphocreéatine résonant a 3,02 ppm est le métabolite de prédilection
rattaché au métabolisme énergétique. Il est souvent utilisé comme pic de référence et

pour quantifier.
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- Les composés contenant de la choline résonant a 3,2 ppm, sont les marqueurs de
synthése ou de dégradation des membranes cellulaires. Leur teneur augmente lors de

tumeurs (synthese) ou inflammation (dégradation).

- Le myo-inositol résonant a 3,5 ppm est un métabolite uniqguement présent dans le tissu
glial. Sa concentration augmente en général lors de prolifération des cellules de la glie

et diminue lors d’atteinte de ces mémes cellules.

- Le complexe glutamine-glutamate-GABA, présent sous forme de raie large entre 2,1

et 2,5 ppm, renseigne sur les neurotransmetteurs de type GABAergiques.

- Le lactate sous forme de doublet a 1,35 ppm est un métabolite rattaché au

métabolisme anaérobie.

- Les lipides libres, dont la résonance est large et double a 1,3 et 0,9 ppm rendent

compte en général d’une nécrose cellulaire.
b. Acquisition
L’acquisition en spectroscopie comporte différentes étapes :
- Lareégion d’intérét est repérée sur la séquence de repérage.
- Les bobines de shim sont réglées afin d’obtenir un champ le plus homogéne possible.

- Le signal de I’eau est supprimé : la quantité de noyaux d’hydrogéne de molécules
d’eau est telle dans I’organisme humain que le pic de I’eau a 4,7 ppm « noie » et
masque le signal spectroscopique des autres métabolites. Il est donc indispensable de

supprimer le pic de I’eau pour observer les métabolites d’intérét.

- La séquence est répétée un certain nombre de fois, en pratique de 64 a 196 fois, de

telle sorte a optimiser le rapport signal/bruit.

c. Choix de la séquence

En général, en imagerie, deux grands types de spectroscopie peuvent étre utilisés, en
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utilisant le méme spectrometre. Le choix de la séquence a utiliser est fonction du but

recherché :
- Laspectroscopie par résonance magnétique monovoxel :

L’ avantage est la rapidité d’acquisition. L’inconvénient est que le signal recueilli ne

correspond qu’a un petit volume de parenchyme cérébral, sur un seul niveau de coupe.
- L’imagerie metabolique ou CSI (Chemical Shif Imaging) :

Dans ce cas, I’acquisition du signal s’effectue sur plusieurs plans de coupe, ce qui
enrichit d’autant plus la quantité d’information obtenue. Cependant, I’acquisition est d’autant
plus longue et le traitement des données plus délicat. En effet, ce n’est pas un mais plusieurs
spectres qui sont alors obtenus, correspondant a chaque sous-voxel. En général, une console
de traitement permet de reprendre la totalité des spectres. Soit, elle aide a reformer une image
sur laquelle apparait grace a des codes de couleur la « cartographie » (Figure 1.16) des
concentrations (plus précisément, un rapport de concentration) en un métabolite donné, soit
une image de référence sur laquelle les spectres respectifs obtenus peuvent étre observés
(Figure 1.17).

Figure 1.16 : imagerie metabolique avec la cartographie de la choline
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Figure 1.17 : Imagerie métabolique avec une image de référence avec spectres
respectifs

Concernant la spectroscopie monovoxel, I’acquisition peut étre réalisée suivant 2 types
de séquences dites PRESS pour Point-RESolved Spectroscopy et STEAM pour STimulated

Echo Acquisition Mode. La technique PRESS offre ainsi un meilleur rapport signal/bruit que
STEAM.

d. Quantification des métabolites

Quantification relative

Les résultats de la spectroscopie par résonance magnétique sont le plus souvent
exprimés en rapports de concentrations. Le pic de créatine ou la comparaison par
rapport a la zone saine controlable servent souvent de valeurs de réeférence. C’est cette
technique qui sera utilisée ici.

Quantification absolue

La mesure de la concentration réelle des métabolites par spectroscopie par résonance
magnétique se heurte & de nombreuses difficultés techniques: I’aire des pics doit étre

déterminée précisément puis étre convertie en concentration apres calibrage.
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e. Facteurs de variations physiologiques des

métabolites

De nombreux parameétres intrinseques a I’animal influencent la concentration relative
des métabolites, notamment I’4ge et plus exactement la maturation cérébrale, le
vieillissement cérébral ainsi que la région cerébrale sur laquelle on travaille. Cependant, ces

facteurs n’interviennent pas chez les animaux de laboratoire étudiés ici.
f.  Facteurs de variations de la qualité de I’acquisition

Afin d’obtenir un spectre de qualité, il est nécessaire de respecter les conditions

suivantes :
- la taille du voxel ne doit pas étre inférieurea 1,5x 1,5x 1,5 cm.
- le nombre d’acquisitions doit étre compris habituellement entre 64 et 196.

- la position du voxel : il est conseillé d’éviter les extrémités temporales ainsi que les

faces inférieures des lobes frontaux et temporaux.

En résumé, la qualité finale du spectre dépend, d’une part, du rapport signal/bruit qui
transparait par la hauteur des pics de métabolites, et d’autre part, de la résolution c'est-a-dire

de leur bonne séparation.

g. Applications

Avec les progres obtenus en termes de faisabilité dans le cadre d’une pratique clinique,

les indications de la spectroscopie par résonance magnétique sont de plus en plus nombreuses.

La spectroscopie par résonance magnétique cérébrale permet de repérer la présence
et d’étudier I’évolution des concentrations de certains métabolites (68,69). De ce fait, elle peut

apporter des informations diagnostiques dans :

- les pathologies tumorales (70,71) et masses cérébrales avec plus précisément la
choline et le myo-inositol dans les gliomes (72), les lipides libres dans les tumeurs

nécrotiques, les glioblastomes (63,73), les métastases, les meningiomes (74), le lactate
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dans les lymphomes (75),

- les pathologies inflammatoires démyélinisantes (76), avec le myo-inositol dans la
sclérose en plaques (77),

- les pathologies infectieuses (78),

- les pathologies métaboliques avec le myo-inositol et le complexe
glutamine/glutamate dans I’encéphalopathie hépatique (79), le lactate et la souffrance
cerébrale diffuse,

- I’épilepsie (80),

- la maturation cérébrale (81),

- les maladies dégénératives.

2.4. Approche comportementale chez I’animal de laboratoire

L approche comportementale est une maniére d’accéder a I’intégrité des grandes
fonctions contrdlées par le systéme nerveux central. Certaines fonctions végétatives ne
peuvent pas donner lieu a ce type d’approche. En effet, méme si elles sont elles-aussi régies
par le systeme nerveux central, elles peuvent étre évaluées soit directement sur les organes en
guestion soit par dosage, le tout générant respectivement, des données cliniques et
biochimiques.

Certes, les tests comportementaux sur animaux de laboratoire ne peuvent prétendre
tester que des fonctions communes avec I’homme. D’ou une certaine prudence a conserver

afin de ne pas extrapoler trop hativement entre espéeces.
24.1. Tests comportementaux

Afin d’appréhender de maniere objective I’intégrité des fonctions les plus facilement
distinguables, elles-mémes pouvant signer une localisation d’atteinte préférentielle, des tests
non invasifs ont donc été développés. Parmi les grandes fonctions pouvant étre testées, les
tests permettant de détecter des déficiences motrices affectant I’activité locomotrice globale
(Openfield) ou la coordination motrice plus fine (Locotronic®), des altérations des centres
de la mémoire spatiale et/ou temporelle, matérialisées chez les rongeurs uniquement par des
altérations des processus d’Apprentissage (Labyrinthe aquatique de Morris, Labyrinthe en
Y).

56



Chapitre | Contexte et Méthodes

D’autres tests permettent de tester, non plus des fonctions en tant que telles, mais
plutét des manifestations pouvant elles-mémes signer des altérations fonctionnelles, comme
les tests évaluant les niveaux d’anxiété (Test du labyrinthe en croix surélevé, Planche a

trous) ou le niveau de dépression (Test de la nage forcée ou Porsolt) des animaux.

Enfin, certains tests tentent de mettre en évidence des altérations du comportement
social (Test du Résident/intrus), mais sont plus complexes a dépouiller et les résultats sont

également plus délicats a interpréter.
2.4.2. Facteurs de variation

Ces tests et ces approches permettent de donner des éléments d’information mais
doivent toujours étre interprétés avec prudence. En effet, les résultats peuvent étre tres
facilement influencés par différents facteurs, tels I’utilisation des souches génétiques
animales différentes (transgéniques, sauvages) (82), leur origine (laboratoire, élevage,
fournisseurs), le sexe (83) et les cycles hormonaux (84), I’age, les facteurs environnementaux
différents (luminosité, matériaux utilisés pour la construction des tests, éléments aversifs ou
au contraire attractifs, enrichissement du milieu), le type d’administration du composé
éventuel a tester (gavage, per o0s, intraveineuse, intrapéritonéale, intracérébral, ...),
I’environnement social, la période d’essai (impact de tests effectués précédemment). D’ou la
nécessité d’étre particulierement rigoureux lors de la mise en place et lors de I’interprétation
de ces tests afin de ne pas extrapoler trop rapidement et de fagon abusive les résultats obtenus,

d’autant plus que I’on ne peut pas mesurer ni leur répétabilité ni leur reproductibilité.
2.4.3. Applications, Interéts

Ces tests comportementaux sont le plus souvent utilisés en vue de i) tester une
molécule chimique, pharmacologique, molécule naturelle végétale (85,86) drogue ou toxique
(87) ou contaminant alimentaire ou environnemental (88), ii) évaluer la résultante de la
modification d’un géne par utilisation le plus souvent de souches transgéniques chez
lesquelles un gene en particulier a été modifié, ceci permettant parfois de révéler des modeles
animaux de maladies (89), iii) évaluer de grandes fonctions comme la douleur (90). Dans
tous les cas, les tests comportementaux viennent apporter un surplus d’information par

rapport a d’autres données obtenues par des approches complémentaires.
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Dans notre étude, les tests comportementaux ont eu pour but de venir tester un extrait
d’origine végétale, administré per os mais par ingestion spontanée, a la dose de 9%, sur
souris males, afin de rendre compte de la présence éventuelle de fonctions nerveuses

centrales atteintes.
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II. Chapitre Il : Donnees de métabonomique et

d’imagerie
Introduction

Le chapitre | a retracé les connaissances, certes limitées, d’ordre épidémiologique et
clinique dont nous disposons a I’heure actuelle concernant le harper chez le cheval. Il
apparait tres clairement que de nombreux facteurs limitent I’exploration d’une telle
affection. En effet, en premier lieu, le seul animal cible connu a I’heure actuelle est le cheval
sur lequel, pour des raisons d’ordre éthique mais également budgétaire et simplement
pratique, des études classiques de toxicologie ne sont pas possibles. De plus, le principe
toxique, les doses, les voies métaboliques impliquées dans le processus de la maladie, les
organes préférentiellement affectés, les facteurs prédisposants sont encore méconnus voire
inconnus. Enfin, les connaissances concernant I’influence des facteurs environnementaux sur
une éventuelle synthese de métabolites secondaires potentiellement toxiques dans I’espéce

vegétale incriminée restent limitées.

Comment étudier un toxique sans travailler sur une espece sensible ? Comment peut-
on prendre en compte un tel nombre de facteurs et comment, a partir de si peu de données
étiologiques, initier une étude toxicologique ? En fait, vouloir raisonner et répondre a une telle
interrogation en termes d’étude toxicologique au sens classique n’a pas de sens. Trop de
facteurs sont a prendre en considération, que ce soit concernant le toxique que concernant la
cible. 1l est donc nécessaire et incontournable d’englober tous ces facteurs, de définir
progressivement le périmétre d’impact toxique et la signature spécifique de cet impact
au sein de I’organisme animal, qu’il soit ou non sensible, c'est-a-dire susceptible ou non de

manifester certains signes cliniques et/ou lésionnels.

La métabonomique est une méthode d’approche globale permettant de reconsidérer
la conception des problématiques toxicologiques. En effet, elle recéle de nombreux atouts
dont celui de pouvoir prendre en compte de multiples facteurs simultanément. Elle permet
de caractériser quantitativement la progression des disruptions métaboliques et donc de
mettre en évidence un changement de statut physiopathologique d’un organisme a la suite

d’une perturbation toxique, nutritionnelle, génétique ou physiopathologique (1). Cette

65



Chapitre 11 Données de métabonomique et d’imagerie

méthode d’approche se fonde en fait sur des considérations d’ordre thermodynamique,
concept novateur dans les études de toxicologie classique et permet donc de travailler sur un
systeme vivant dynamique, siege d’interactions multiples, sans écarter I’impact de son
environnement. Ceci redéfinit en quelque sorte le concept méme de modeéle (1,2) : celui-ci
n’est plus un intermédiaire pour visualiser les perturbations toxiques en termes de symptémes
cliniques ou lésionnels mais en termes de modifications métaboliques, aussi infimes soient-
elles. Considérant que cette approche était la seule approche possible dans un premier temps,
nous avons émis I’hypothese qu’un toxique engendre des disruptions ou des modifications de
certaines voies metaboliques, ceci de fagon « orthologue ». Ce terme rend compte de la
similarité de ces changements entre les espéeces, méme s’ils n’aboutissent pas a une maladie,
chez I’animal de laboratoire teste, telle qu’on la définit actuellement, c'est-a-dire englobant un
certain nombre de signes cliniques et/ou lésionnels. Ce concept d’orthologie, emprunté au
domaine de la génétique, pose I’hypothese qu’il existe un degré de similarité entre deux
objets biologiques (génes, fonctions). Nous sommes partis du principe que si la Porcelle
enracinée engendrait des modifications métaboliques au sein d’un organisme animal, celles-ci
partageraient certaines analogies et correspondances, que I’on travaille chez I’espece équine
sensible ou chez une espéce de laboratoire. Dans certains cas, ces altérations des réseaux
métaboliques aboutissent a un stade ultime de « rupture » et donc aux signes cliniques et
Iésionnels : c’est le stade de toxicité visible dans I’espéce cible. Dans d’autres cas, on notera
seulement un état de « subtoxicité » qui peut ne jamais aboutir a un stade toxique pour peu
que I’individu ne soit pas sensible. Néanmoins, I’animal de laboratoire est apte a révéler des

perturbations de processus métaboliques a la suite de stimuli lui étant appliques.
Présentation et objectifs de I’étude

Dans un premier temps, n’étant pas en mesure d’identifier un ou d’éventuel(s)
principe(s) toxique(s) chez le végétal et ne sachant pas sur quel type cellulaire ou tissulaire
il(s) pourrai(en)t agir, nous avons décidé d’observer les manifestations métaboliques
induites par I’ingestion de la plante chez une espece de laboratoire. Etant donné que les
perturbations métaboliques consécutives a I’ingestion d’un toxique engendrent certaines
réponses communes entre deux espéces différentes en ce qui concerne les tissus affectés ou
les métabolites impliqués, I’exploration du harper équin a été volontairement menée sur
rongeurs de laboratoire, rats et souris. La seconde espéce de rongeur a été utilisée afin de

reproduire les résultats obtenus sur le rat tout en permettant de tester des doses plus fortes
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avec une quantité de végétal moindre. Cette démarche n’ayant pas été précédemment utilisée,

cette exploration in vivo entre deux especes animales était nécessaire.

Les urines et le foie ont eté étudies afin d’accéder au metabolisme général. N’étant
pas en mesure d’accéder au systéeme nerveux périphérique, d’approche trop délicate mais a
priori impliqué dans I’affection (3-5), I’analyse des encéphales a constitué un moyen
alternatif d’exploration nerveuse. De plus, ne connaissant pas les facteurs environnementaux
pouvant influencer une éventuelle synthése de métabolites secondaires dans le végétal, méme
si certains facteurs tels que les stress hydriques, physiques ou thermiques sont soupgonnés,
nous avons utilisés un pool homogene de matériel végétal. En choisissant ce dernier, nous
avons jugé que la variabilité intrinseque aux plantes serait masquée mais que le potentiel
toxique serait conservé et suffisant pour devoiler d’éventuels désordres meétaboliques. Les
doses de végétal ont été de 0, 1, 3% durant 32 jours pour les rats et de 0, 3 et 9% durant 8, 15

et 21 jours pour les souris.

Dans un second temps, les premiers travaux ayant souligné le réle majeur du systeme
nerveux central, nous avons utilisé une approche complémentaire afin de venir conforter et
préciser les résultats issus de metabonomique. L’Imagerie par Résonance Magnétique
(IRM) avec son sous-domaine d’application, la spectroscopie par résonance magnétique,
semblait étre I’approche adéquate (6-8) pour étudier le métabolisme cérébral in vivo. Les
études ont été menées sur 12 souris in vivo nourries durant 15 jours avec de fortes doses (9%)

d’Hypochceris radicata.

Enfin, une analyse canonique a été réalisée sur ces 12 dernieres souris afin de
confronter les deux jeux de données issus de I’analyse par métabonomique et de I’étude par
imagerie. Le but était de venir conforter et préciser certains biomarqueurs, cette étape finale

étant la encore nécessaire afin de venir valider les résultats obtenus.
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A. Matériel et Méthodes

Certaines démarches expérimentales décrites ci-dessous étant réalisées de facon
identique dans d’autres chapitres, certaines données ne seront exploitées que dans les
chapitres suivants et I’auteur se permet de renvoyer le lecteur ultérieurement a ce méme

paragraphe.

1.  Etudes métabonomiques
1.1. Reéalisation des régimes alimentaires
1.1.1. Obtention et préparation du matériel végétal

Des inflorescences d’Hypocheeris radicata ont été collectées entre aoQt et novembre
2005 sur 8 parcelles colonisées par cette espéce dans le sud de la France (départements des
Pyrénées-Atlantiques et Haute-Garonne) et pres de Paris (Yvelines). Seules les inflorescences
ont été récoltées suite aux observations faites sur le terrain qui ont montré que les chevaux ne
consommaient que la partie distale des plantes. Aprées collecte, ces fleurs ont été stockées le
plus rapidement possible a -20°C, lyophilisées (Laboratoire des Xénobiotiques, Toulouse et
entreprise Lyophal, ZA La Gandonne-6 Rue du Remoulaire-13300 Salon-de-Provence) puis
triées par stade d’inflorescence. Six stades ont été retenus car aisément identifiables : boutons
fermés, boutons ouverts, fleurs ouvertes, fleurs fanées, fleurs en début de fructification, fruits
matures. Au total, 48 échantillons différents ont été obtenus correspondant a 8 lieux de
collecte et 6 stades de développement pour chaque lieu. Les stades ont ensuite été réduits en
poudre (Broyeur a café SEB®), placés séparément dans des récipients opaques et étanches

puis stockés a -20°C.

Cette étape de préparation du matériel végétal, lourde pratiquement et relativement
ingrate, qui peut paraitre mineure, n’en est pas moins cruciale. En effet, ce pool vegétal a
nécessité du personnel et demandé de longs mois de récolte et de préparation (lyophilisation

et tri) avant d’étre utilisable.

De plus, la matrice végétale utilisée lors de toutes les expérimentations
(metabonomique, IRM, comportement, exploration du végétal) a été identique, provenant du
méme pool originel. Cette prise en compte devait assurer un continuum, une tracabilité et
permettre une comparaison entre les différents résultats quelles que soient les approches

empruntées.
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Outre le fait d’assurer une composition connue et maitrisée de la matrice végétale
utilisee pour les expérimentations in vivo, ce tri en fonction des stades de développement est
aussi nécessaire a I’exploration propre du végétal. Ceci sera développé plus en avant dans le

chapitre IV concernant I’exploration intrinseque au végetal.

La composition moyenne des nutriments apportés par les fleurs d’Hypocheeris
radicata lyophilisées et réduites en poudre a été réalisée grace a un microdosage effectué au
laboratoire Lara Europe Analyses (Toulouse, France). Ceci a nécessité de sacrifier un
échantillon de 50 g du mélange homogéne obtenu pour les expérimentations (Tableau 11.2),
guantité non négligeable de matériel végétal. Un dosage, grace a la méthode de WEENDE (9,
10), correspondant a une hydrolyse acide suivie d’une hydrolyse alcaline (norme AFNOR NF
V03-040, 1993) a permis d’obtenir la teneur en cellulose brute. La méthode analytique de
Kjeldhal (11) qui correspond a une minéralisation de I’azote (norme AFNOR NE V18-100,
NF ISO 5983-1, 1977) a permis d’obtenir la teneur en protéines. La teneur en humidité en
g/100 g a été calculée apres pesée et passage a I’étuve, la teneur en cendres en g/100 g apres
passage au four, la teneur en lipides en g/100 g apres hydrolyse et extraction et la teneur en
glucides en g/100 g apres calcul. La valeur énergétique et la valeur calorique ont été calculées
respectivement en kJ/100g (protéines et glucides : 17 kJ/g et lipides : 37 kJ/g) et en kcal/100g
(protéines et glucides : 4 kcal/g et lipides : 9 kcal/g). La teneur en méthionine totale a été
obtenue apres analyse en HPLC-UV. La détermination des valeurs énergetiques et des teneurs
en lipide, protéine et méthionine était indispensable pour reajuster les régimes des animaux
afin de ne pas entrainer de confusion de facteurs pour les études statistiques ultérieures. En
effet, I’administration de doses & 3 mais surtout a 9% de fleurs constituait un facteur de

variation important au niveau de I’équilibre nutritionnel du régime.

1.1.2. Preéparation des aliments et régimes pour les animaux

Les aliments de base utilisés lors des expérimentations sont tous des aliments
commerciaux standards en poudre pour rongeurs AIN 93 ou UAR 210 (SAFE, Route de
Saint-Bris F-89290 AUGY, France). Un mélange standard des poudres des différents stades
d’inflorescence obtenus précédemment a été réalisé et incorporé dans cet aliment de base a
hauteur de 0,5; 1 ; 3; 6 et/ou 9% en fonction des expérimentations qui ont suivi. Dans le but
de ne pas introduire de biais liés a des variations de la teneur en certains nutriments dans les
régimes, des dosages de I’aliment (Tableau 11.2) ont été réalisés puis des réajustements ont

été effectués. Ces derniers ont concerné les doses de 3 et 9% d’Hypochceris radicata,
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prenant en compte la composition de la poudre de fleurs afin de correspondre le plus
parfaitement aux besoins nutritionnels des animaux. En effet, a cette dose, les variations de la
teneur en certains nutriments peuvent étre responsables de troubles nutritionnels, et doivent
étre prises en compte. Ces réajustements ont été effectués en utilisant de la caséine pour
rectifier I’apport protéique et de I’huile de colza pour réajuster I’apport lipidique (Tableau
11.3). La composition nutritionnelle ainsi que la formulation des différents régimes sont
exposées dans les Tableau 11.3, Tableau 1.4 et Tableau I1.5. Une fois confectionnes, ces
régimes ont été mis en sachets et stockés a -20°C jusqu’a utilisation. Les expérimentations sur
animaux, qu’elles aient eu lieu a Toulouse, Theix ou Nancy, ont toutes été menées a partir
d’un aliment composé de fagon rigoureusement identique. Cependant, la procédure ne sera

exposee que dans ce chapitre.

Tableau 11.1 : Composition et méthodes d’analyse sur des inflorescences d’Hypochceris

radicata lyophilisées et réduites en poudre.

L. 5 . Résultats
Analyse Abréviations Méthode analytique % MB)
Humidité en g/100g Pesée, étuve 6,90%
Matiére seche dont : MS 93,10%
e C(Cendres ou matiere minérale Mm Four 3 550°C 7.50%
en g/100g
* Lipides totaux ou Matiére MG Hydrolyse- extraction 7,209%
grasse en g/100g
e Protides en g/100g (N*6,25)
ou Matiére azotée totale MAT Kjeldahl*-Titration 12,80%
dont :
- Méthionine totale HPLC-UV 1475 mg/ke
e Glucides totaux en g/100g Caleul 65.60%
dont :
- Cellulose brute CB De Weende ™™ 16,30%
Calcul :
- Extractf non azoté ENA ENA =MS - Mm - MA'T - 49,90%
MG - CB
Total : 100%
Valeur énergétique en kJ/100g Calcul (PX17, 1L.X37, GX17) 1600 kj/100g
Valeur calorique en kcal/100g Calcul (PX4, LX9, GX4) 380 kcal/100g

Avec : ENA : Extractif Non Azoté ; MS : Maticre Seche ; Mm : Matiere minérale ; MAT : Matiere Azotée Totale ; MG : Mati¢re
Grasse ; CB : Cellulose Brute, *norme AFNOR NE V18-100, NF ISO 5983-1, 1977, **norme AFNOR NF V03-040, 1993
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Tableau 11.2 : a) Formulation et b) Composition
standard pour rongeur UAR 210.

nutritionnelle de I’aliment commercial

Nom du produit | Quantité (kg) % b) Composition chimique % MB
Hamridiom dle il : Humidité 3,84
(4,5% humidité) 4,000 20,00 ’
Casé 1 Matiere seche 96,16
ASCINE acide 4,600 23,00
(889% protéines) e Protéines 90.94
Cellulose ] . o .
(5% piantalies) 1,200 6,00 Méthionine 3
i 62,92
Saindoux 0,600 3,00 * Glucides
CB de Weende (10) 08,6
CM 205 b* 1,400 7,00
TDF de Lee et al. (12) 98,8
Huile de mais 0,200 1,00
NDF de Van Soest and Wine (13) 98,8
DS 2 600 93.00 ADF de Van Soest (14) 84,7
(09 humidité) ) ) ADL de Van Soest (14) <09
Huile de Colza 0,200 1,00
e Lipides 5,00
Vit 2007 0,200 1,00 e  Minéraux et vitamines 8,00
Total : 20,000 100,00 Total : 100,00
Avec:

CB de Weende (10): Cellulose Brute de Weende : sous estime la cellulose vraie

TDF de Lee et al. (12): Total Dietary Fiber : correspond aux glucides non digestibles des végétaux

NDF de Van Soest et Wine (189: Neutral Dietary Fiber : Glucides pariétaux - pectines

ADF de Van Soest (/4) : Acid Dietary Fiber : Glucides pariétaux - (pectines + hémicellulose)

ADL de Van Soest (/4) : Acid Dietary Lignin : Glucides pariétaux - (pectines + hémicellulose + cellulose)
*Composition du mélange minéral UAR 205b (par kg de mélange minéral) :

Phosphore (7750 mg/kg), Calcium (10000 mg/kg), Potassium (6000 mg/kg), Sodium (4000 mg/kg), Magnésium
(1000 mg/kg), Manganese (80 mg/kg), Fer (300 mg/kg), Cuivre (12,5 mg/kg), Zinc (45 mg/kg), Cobalt (0,09 mg/kg),
TIode (0,49 mg/kg).

**Composition du mélange vitaminique UAR 200 (par kg de mélange vitaminique) :

Vitamine A (19800 Ul/kg), Vitamine D (2500 Ul/kg), Vitamine Bl ou thiamine (20 mg/kg), Vitamine B2 ou
riboflavine (15 mg/kg), Vitamine B) ou acide pantothénique (70 mg/kg), Vitamine B6 ou pyridoxine (10 mg/kg),
Vitamine B8 ou biotine (0,3 mg/kg), Vitamine B9 ou acide folique (5 mg/kg), Vitamine B12 ou cobalamine (0,05
mg/kg), Vitamine C (800 mg/kg), Vitamine E (170 mg/kg), Vitamine K (40 mg/kg), Vitamine PP ou nicotinamide
(100 mg/kg), Choline (1360 mg/kg), Inositol (150 mg/kg).
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Tableau 11.3 : Composition chimique des différentes matiéres premiéres utilisées dans les
régimes. Tous les poids sont exprimés en % par rapport a la matiere brute.

HR UAR 210 Taurine Caséine Huile de
Colza
MS 93,1 96,16 99 97 100
Eau 6,9 3,84 1 3 0
PB 12,8 920,24 70 88 0
MG 7.9 5 0 0 100
Cellulose 16,8 6.86 0 0 0
brute
Cendres 7,5 8 0 0 0
ENA 19,3 56,06 99 9 0
Energie
3132 3502 3960 3880 9000
(kcal/kg)

Tableau 11.4 : Composition chimiques des différents régimes des souris utilisés dans les
différentes expérimentations apres réajustement nutritionnel. Tous les poids sont exprimés
en % par rapport a la matiére brute.

9 HR + 89,5 UAR 3 HR + 96,7 1 HR + 98,9 05 HR + 99.5 6 HR + 92,7 UAR
+1,1 caséine + 0,4 UAR + 0.3 UAR + 0,1 ’ 1+ 0,9 Caséine + 0,4
. . . UAR )
huile Caséine caséine huile
Régimes 9% HR 3% HR 19 HR 0,59 HR 69% HR
MS 95,9092 96,07072 96,13024 96,1447 95,99932
Eau 4,0908 3,92928 3,86976 3,8553 4,00068
PB 20,2348 20,22008 20,23336 20,2028 20,32248
MG 5,623 5,051 5,017 5,011 5,467
Celliwlzze 7,6067 7,19962 6,947 54 6,072 7,38799
brute
Cendres 7,835 7,961 7,987 7,9975 7,866
ENA 54,7097 55,71602 55,94534 56,0262 55,00662
Energie
3494,85 3492,034 3498,678 3500,15 3505,194
(kcal/kg)
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Tableau 11.5: Formulation des différents régimes des souris durant les différentes
expérimentations. Tous les poids sont exprimés en g de matiére brute.

Régimes Poids total UAR 210 HR Caséine Huile Taurine
1940
témoin 1940 1940
3% HR 1940 1876 58 6
9% HR 1940 1736 175 21 8
Total 5820 5552 233 27 8 0

1.2.  Animaux

Toutes les expérimentations menées ont été réalisées suivant la directive 86/609/CEE
du 24/11/1986 de I’Union européenne pour I’utilisation et la protection des petits animaux
de laboratoire, traduit en droit francais par les décrets n°87-848 du 19/10/1097 et n°2001-
464 du 29/05/2001 et de facon spécifique par I’ Arrété du 19/04/1988, tous ces textes ayant été

approuvés par des Comités d’Ethique.

Les rats utilisés étaient de souche Wistar, provenant de I’élevage Charles River, agés

de 5 semaines et pesant environ 120 g en début d’expérimentation (18 males et 18 femelles).

Les souris, de souche C57BL/6J (Jackson Lab, Janvier, Le Genest Saint Isle, France),

36 males et 36 femelles et pesaient environ 15 a 20 g en début d’expérimentation.

L’hébergement des animaux et toutes les expérimentations de métabonomique ont été
réalisées sur le site de I'INRA, au sein du laboratoire des Xénobiotiques (UMR 1089
INRA/ENVT, 181 chemin de Tournefeuille BP3, 31931 TOULOUSE Cedex 9), dans une
piéce ventilée a une température de 21 £+ 2°C et a une humidité relative de 50 + 10% avec un
cycle luminosité/obscurité 12 h/12 h.
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1.2.1. Protocole de sacrifice

Chaque animal a sacrifier a été pesé puis a été rendu inconscient aprés assommage (ou
inhalation de CO, en ce qui concerne les rats). Apres section des artéres carotides, le sang a
été collecté (au minimum 1 mL pour les rats, 200 uL pour les souris) dans un tube hépariné et
centrifugé & 5500 g durant 4 minutes afin d’obtenir les plasmas correspondants. Le sang

restant a été éliminé en positionnant I’animal sur le ventre.

Aprés euthanasie, le cerveau et la moelle épiniére cervicale ont été prélevés
immédiatement : une découpe cutanée en arc de cercle en arriére du crane a été effectuée, face
dorsale. Le plan cutané a été récliné par-dessus la téte et les yeux. La partie osseuse
interorbitale a été fendue, puis le crane découpé, a I’aide de ciseaux, dans sa partie médiane,
entre les hémispheres cerébraux (en s’arrétant rostralement au cervelet). Les os du créne,
écartés grace a la paire de ciseaux ont été fendus latéralement de part et d’autre du cervelet,
du tronc cérébral puis de la moelle spinale cervicale. Les nerfs optiques sectionnés ainsi que
les autres racines nerveuses, I’encéphale et la moelle spinale cervicale ont pu étre ainsi
libérés. Les hemisphéres cérébraux ont été pesés, placés dans des sachets plastiques identifiés
et plongés immédiatement dans I’azote liquide. Apres prélevement du systéeme nerveux
central, les animaux ont été retournés sur le dos, le foie a été prélevé en totalité, pesé et placé

immédiatement dans I’azote liquide puis stocké au congélateur a -80°C.

1.2.2. Réalisation des expérimentations

a. Expérimentation sur rats : doses a 1 et 3% Hypochceris
radicata

Les 36 rats (18 males et 18 femelles) ont subi une période d’adaptation de 5 jours
durant laquelle ils ont été nourris avec de I’aliment semi synthétique AIN 93 puis placés, des
Jo, en cages a métabolisme (un animal par cage) et répartis au hasard en 6 lots de 6 animaux
en fonction du régime qu’ils ont recu et du sexe (FT : femelles témoins, MT : méales témoins,
FH1 : femelles recevant 1% d’Hypocheeris radicata dans leur ration, MH1 : méales recevant
1% d’Hypocheeris radicata dans leur ration, FH3: femelles recevant 3% d’Hypocheeris
radicata dans leur ration, MH3 : males recevant 3% d’Hypochceris radicata dans leur ration).

Les animaux ont eu libre acceés a I’aliment (20 g/jour/animal) et a I’eau.
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L’expérimentation a duré 32 jours. Des échantillons d’urine ont été collectés deux fois
par semaine et les volumes émis sur 24 h ont été mesurés. Apres collecte et pesée, les urines
ont été réparties en aliquotes de 1 mL et placées a -20°C en attendant les analyses en RMN du
'H. Les prélévements d’urine ont été mesurés deux fois par semaine & Jo, J1, Ja, Js, Ji1, J1s, Jis,
J22, J2s, Jog €1 J31, €n méme temps que les refus alimentaires. Les calculs des consommations
alimentaires individuelles ont été conduits sur toute la période. Les rats ont été pesés de
facon hebdomadaire a Jo, J7, Ji4, Jo1, Jog €t Ja1, afin de pouvoir déterminer les gains moyens
quotidiens (GMQ en g/j) ainsi que les indices de consommation qui en découlent (IC en g

d’aliment/g GMQ). Au bout des trente deux jours (Js1), les 36 rats ont été sacrifiés.

b. Expérimentation sur souris : doses a 3 et 9% d’Hypochceris
radicata

Les 72 souris (36 males et 36 femelles), aprés une période d’adaptation de 5 jours
durant laquelle elles ont été nourries avec de I’aliment semi synthétique UAR 210, ont été

réparties aléatoirement en 18 lots de 4 souris comme présenté dans le Tableau 11.6 ci-dessous

Tableau 11.6 : Lots de souris (4 souris par lot) en fonction du régime, du sexe et de la date
de sacrifice.

Sexe Femelles Males
Date de
& 13 20 & 15y 20
sacrifice

Témoin FTa FTb FTc MTa MTb MTec
3% HR FH3a FH3b FH3c MH3a MH3b MH3c
9% HR FH9a FH9b FH9¢ MH9a MH9b MHO9c

Régimes : T : Témoins, HR : Hypochceris radicata

Dates de sacrifice : a: 8 jours ; b : 15 jours ; ¢ : 21 jours

L’expérimentation a duré 21 jours. Les animaux ont été placés dans des cages
collectives, par lot de 4 animaux. Au sein de chaque cage, chaque animal a été identifié par un
code de points et de trait : 0, 1, 2 points ou 1 trait, réalisé au marqueur indélébile et retracé
chaque semaine. Les urines ont été recueillies lors de mictions provoquées, en appliquant de
légéres pressions sur la vessie des animaux au dessus d’un film de paraffine, collectées grace

a une pipette puis transvasées dans des tubes eppendorf. Les prélevements d’urine ont eté
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réalisés sur un intervalle allant du jour n au jour (n+1) et cela 2 fois dans la semaine, dans la
mesure du possible. Les animaux ont été pesés une fois par semaine, a jour fixe, jusqu’a leur

euthanasie, au bout de 8, 15 ou 21 jours.

1.3. Obtention des données

Les solvants utilisés, de qualité analytique, ont été achetés a la société Scharlau Chimie
SA (Barcelone, Espagne). Le Butyl Hydroxy Toluéne (BHT) provient de chez Sigma Aldrich
Chimie SA (St Quentin Fallavier, France). L’eau utilisée est de I’eau ultrapure du systéeme
Millipore (Millipore, St-Quentin-en-Yvelines, France). L’oxyde de deutérium (D;0), le
chloroforme deutéré (CDCL3) et le TMSP proviennent de Euriso-Top, CE Saclay (Gif-sur-

Yvette, France).

1.3.1. Protocole d’extraction des phases aqueuses et lipophiles

sur organe
La méthode d’extraction des organes utilisée provient de la procédure de Folch (15) et
permet I’obtention d’extraits lipophiliques et aqueux. Elle a été adaptée de la méthode
décrite par Waters et al. (16). Des échantillons de foie ou de cerveau, ces derniers étant

prélevés de par et d’autre de I’hypothalamus, ont subi la procédure qui suit :

Composition des solutions de solvants d’extraction :
e Solution a 50% d’acétonitrile et 0,1% de Butyl Hydroxy Toluéne (BHT) :
0,1 g de BHT + 50 mL d’acétonitrile (CH3CN), pour HPLC + 50 mL d’H,O milli Q
e Solution & 75% de chloroforme et 25% de méthanol et 0,1% de Butyl Hydroxy
Toluéne (BHT) :
0,1 g de BHT + 75 mL de chloroforme (CHCI3), pour HPLC + 25 mL de méthanol(CH3;OH),
pour HPLC

Aprés un prélévement et une pesée d’approximativement 100 mg de tissu, chaque
échantillon a été homogénéisé dans 2 mL d’acétonitrile/eau (50/50 v/v) dans un bain d’eau et
de glace, durant 30 secondes, a I’aide de I’hnomogénéisateur Polytron Kinematica AG puis
centrifugé a 3000 g durant 10 min a 4°C. Le surnageant (extrait aqueux) a été prélevé et
lyophilisé avant d’étre reconstitué dans 600 uL de D,O puis d’étre congelé a -20°C jusqu’a
analyse RMN. Le culot a été trait¢é avec 2 mL de chloroforme/méthanol (75/25, v/v),
homogénéisé durant 30 secondes avec le Polytron Kinematica AG puis centrifugé a 3000 g a
4°C durant 15 min (Centri Sigma 4K10).
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Apres chague homogéneisation, la tige du Polytron a été rincée entre chaque
échantillon pour éliminer les dép6ts de tissus.

La phase chloroformique (ou lipophilique), récupérée grace a une petite pipette
Pasteur (Figure 11.1) a été évaporé sous jet d’azote et reconstitué dans 800 uL de CDCL; et
finalement conservé a -20°C jusqu’a analyse RMN. Tout au long de la procédure d’extraction,

les échantillons ont été maintenus dans un bain d’eau et de glace.

Surnageant

passer au dessous sans le
désagréger

Phase chloroformique
Culot a récupérer

Figure 1.1 : Schéma d’obtention de la phase chloroformique ou lipophilique. En inclinant
Iégerement les tubes, la pipette Pasteur peut étre introduite plus aisément sous le surnageant
solide sans le désagréger, permettant d’accéder ainsi a la phase chloroformique.

1.3.2. Analyse spectroscopique RMN du 'H des échantillons
urinaires et plasmatiques

a. Préparation de la solution de tampon phosphate pour urines

La solution tampon a été réalisée en mélangeant 2,42 g d’hydrogénophosphate de
sodium anhydre (Na,HPQO,4, min 99%), 0,85 g de dihydrogénophosphate de potassium anhydre
(KH2PO4, min 99%) et 0,07 g de sodium 3-(trimethylsilyl) propionate-2,2,3,3-d4 (TMSP,
98% D) puis en ajoutant 100 mL de D,0 (99,80% D). Le pH a été mesuré et ajusté a 7.40.
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b. Préparation des échantillons

Les échantillons d’urines ont été préparés en mélangeant 50-100 uL, en fonction des
collectes d’urine des souris (ou 500 pL pour les rats) avec 600-650 uL (ou 200 pL pour les
rats) de solution tampon phosphate (pH 7.4 ; 0.2 M), préparé dans du D,0O et 0.05% de TMSP
(standard interne, déplacement chimique du 'H & & = 0,0 ppm) comme référence de
déplacement chimique. Les échantillons d’urines tamponnés ont alors été centrifugés a 13000
g durant 10 minutes afin d’éliminer les précipités et 600 uL ont été transféreés dans des tubes
de 5 mm de diamétre pour analyse RMN. Les plasmas ont été préparés en mélangeant 100 pL
de plasma avec 600 uL de D,0O et 600 pL ont été transvasés dans les tubes RMN.

Les prélevements plasmatiques (100 pL pour les souris, 500 pL pour les rats) ont
simplement été additionnés de D,O (600 pL pour les souris, 100 pL pour les rats) avant d’étre

analysés en RMN.

C. Protocoles d’analyse en RMN du 'H

Tous les spectres ont été obtenus sur un spectrométre Avance RMN Bruker DRX-
600 a 300 K et a 600,13 MHz pour la fréquence de résonance du proton, en utilisant une
cryosonde *H-*C-*N & détection inversée de 5 mm rattachée & une plateforme cryogénique
(unité de refroidissement). L’utilisation d’une cryosonde permet d’améliorer nettement la
sensibilité des analyses. La séquence « Improved Watergate » & une dimension a été utilisée
pour la suppression de la résonance de I’eau. Pour chaque échantillon, 128 scans ont été
accumulés sur 32 k points-mémoire sur une largeur spectrale de 12 ppm. Aprés Transformée

de Fourier, les spectres ont été phasés et calibres.

1.3.3. Analyse spectroscopigue RMN du 'H des extraits
tissulaires

a. Préparation des échantillons

Les extraits aqueux d’organe ont été transvasés dans des tubes eppendorf avec 200 pL
de D,O supplémentaire, centrifugés a 5500 g durant 10 minutes et 600 uL ont été transferés
dans des tubes RMN de 5 mm. Les extraits lipophiliques ont été directement transvasés dans

les tubes sans centrifugation.
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b. Protocoles d’analyse en RMN du 'H

Les spectres RMN du *H d’extraits tissulaires de foie ou de cerveau ont été obtenus sur
un spectrométre Bruker DRX-600 Avance & 600,13 MHz et 300 K. Une séquence 1D 'H
« Improved Watergate » a été utilisée afin d’obtenir une suppression du signal de I’eau
satisfaisante au sein des extraits aqueux. En ce qui concerne les extraits lipophiles, une
séquence standard du H a été retenue. Pour chaque échantillon, 128 scans ont été enregistrés
sur 32 k points-mémoires, sur une largeur spectrale de 12 ppm et un temps de relaxation de 2
secondes a été utilisé. Apres Transformée de Fourier, les spectres ont été phaseés, calibrés et
la ligne de base corrigée.

1.3.4. Réduction des données

Préalablement aux analyses statistiques, les spectres d’urines, de plasma et d’extraits
d’organe ont subi une réduction de données a I’aide du programme AMIX de Bruker
(Analysis of Mixtures, version 3.6.4, Bruker Analytische Messtechnik, Karlsruhe, Germany).
La région spectrale englobant les déplacements chimiques () de 0,5 a 10 ppm a été segmentee
en régions consécutives et non-chevauchantes ou buckets de 0,01 ppm (souris) et de
0,04 ppm (rats), en fonction des expérimentations. Ces buckets ont été intégrés puis
normalisés par rapport a I’intensité totale, donnant ainsi un total de 751 régions intégrées
pour les spectres RMN d’urine de souris (189 pour le pas a 0,04 ppm, chez les rats) et 901
régions intégrées pour les spectres d’extraits aqueux de cerveau ou de foie dans le cas d’un pas

de 0,01 ppm, 224 dans le cas d’un pas de 0,04 ppm.

La région du spectre urinaire incluant le signal de I’eau (5 4,5-6,5 ppm) a été éliminée
de I’analyse pour supprimer les artéfacts des résonances de I’eau résiduelle et de I’urée.
Concernant les spectres des extraits aqueux, la région spectrale (& 4,5-5,0 ppm) incluant la
résonance de I’eau ainsi que la région contenant le signal résiduel de I’acétonitrile (3 2,0-
2,1 ppm) ont été également retirées du spectre. Concernant les extraits lipophiles, ce sont les
régions contenant les signaux résiduels du méthanol (6 3,3-3,4 ppm) et du chloroforme

(6 6,5-7,5 ppm) qui ont éte retirées.

Les analyses RMN sur les extraits chloroformiques ou lipophiles de foie donnent des
informations principalement sur des lipides tels que les triglycérides, les phospholipides, le
cholestérol, alors que les extraits hydrosolubles renseignent essentiellement sur des
constituants tels que les acides aminés, les sucres et les autres molécules hydrophiles. Les

empreintes analytiques ont été obtenues a partir des extraits liposolubles et hydrosolubles.
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1.4.  Analyses statistiques
1.4.1. Logiciels statistiques utilisés

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant les logiciels SPlus 2000
(v2.0, Matsoft Inc., Seattle, WA, USA), SIMCA-P 11.0 (Umea, Sweden) et SAS Institute
(v8.01, Inc, Cary, NC, USA).

SPlus 2000 v2.0 (Insightful Corp., Seattle, WA)

Ce logiciel a permis de réaliser les premieres analyses statistiques et de préparer les
jeux de données (transformation logarithmique) ainsi que la formatation des jeux de données et
des matrices pour des analyses supplémentaires sur d’autres logiciels.

Gréace a I'utilisation de la bibliotheque multidim (www.lsp.ups-tlse.fr/Carlier/Logiciel.html),

SPlus a servi plus particulierement a réaliser les ANOVA avec la fonction aov (), les ACP
avec les fonctions acp (), avec la représentation graphique des individus et des variables grace
a la fonction indiso (), la double filtration avec la fonction filtre (), les AFD avec la fonction
afdsel2 () et les dendrogrammes avec la fonction varclass() .

SAS Institute (v8.01, Inc, Cary, NC) :

Ce logiciel a permis d’enrichir certaines sorties d’AFD obtenues avec SPlus 2000
notamment avec la contribution des variables dans les différents axes, la significativité des

axes et la procédure CANDISC permettant d’étudier les distances de Mahalanobis.

SIMCA-P 11.0 (Umea, Sweden) (Soft Independant Modelling of Class Analogy) :

Ce logiciel a servi a réaliser des régressions PLS: PLS-DA et PLS2 a partir de
données importées de SPlus avec les procédures de validation croisée ainsi que des
corrections de données par la méthode de filtration OSC ou Orthogonal Signal Correction.

1.4.2. Méthodes statistiques utilisées
a. Prétraitement des données

La transformation des données initiales en données logarithmiques est un des
prétraitements qui a été systématiquement réalisé sur tous les jeux de données
multidimensionnelles permettant de stabiliser la variance, de corriger une distribution trop

dissymétrique et de réduire I’influence des grandes valeurs.

80


http://www.lsp.ups-tlse.fr/Carlier/Logiciel.html

Chapitre 11 Données de métabonomique et d’imagerie

b.  Analyse en Composantes Principales (ACP)

L’ACP est une méthode factorielle linéaire permettant de représenter géométriquement
les individus et les variables d’un jeu de données. Le but de cette méthode est de réduire
I’espace de représentation des données pour une meilleure compréhension en construisant
des variables synthétiques appelées composantes principales qui vont résumer
I’information. Ces composantes principales sont des combinaisons linéaires des variables
initiales dépendantes (variables ayant leur coefficient de corrélation non nul) et sont ordonnées
par valeurs décroissantes de leur variance. En genéral, les 2 ou 3 premiéres composantes sont
retenues car ce sont elles qui expliquent la plus grande part de I’information, les autres étant
négligées car considérées comme du bruit. La réalisation d’ACP a permis de mieux visualiser
la répartition des individus et donc de mieux mettre en avant d’éventuels individus
« particuliers » qui peuvent alors étre retirés du jeu de données ainsi que d’identifier la
présence éventuelle de groupes. L’ACP fait partie des méthodes d’analyse statistique dites

« non supervisées » : I’appartenance a un groupe est inconnue.

C. Analyse Factorielle Discriminante (AFD)

L’AFD est une méthode descriptive et explicative permettant de réduire le nombre
de dimensions des données en recherchant des fonctions discriminantes, a partir d’une
variable de groupement existante qui attribue chaque individu & une classe. Ces fonctions
discriminantes sont les vecteurs propres sur lesquels seront projetés les points. L’ AFD permet
ainsi de différencier les groupes existants et de modéliser I’appartenance a un groupe
d’individus en fonction des valeurs prises par plusieurs variables. La variance intergroupe est
donc maximisée et la variance intragroupe est minimisée, ceci assurant une représentation
graphique afin de visualiser des groupements, des oppositions et des tendances impossibles
a discerner sur un jeu de données numeriques. Pour sélectionner les variables discriminantes,
une double filtration est effectuée. Celle-ci comporte une ANOVA, qui permet une sélection
des variables au seuil de 5% en fonction d’un facteur, suivie d’une méthode de sélection pas-
a-pas, méthode itérative qui réalise une sélection des variables en fonction du coefficient de
correlation partiel le plus éleve avec la variable des classes. L’ AFD fait partie des méthodes

d’analyse statistique dites « supervisées » : I’appartenance a un groupe est connue.
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d. Double filtration : ANOVA et méthode de sélection pas-a-
pas

» L’ANOVA ou ANalysis Of Variance

Cette méthode statistique a pour but de comparer les moyennes de deux populations
ou plus. Cependant, cette comparaison ne se base pas sur le caractere significatif ou non des
mesures des moyennes mais sur celui des mesures de variance, d’ou son nom. L’hypothese
nulle initiale HO peut se résumer ainsi : « les moyennes des différents groupes sont égales ».
L’ANOVA étudie ainsi I'impact de chaque facteur sur les variables quantitatives pour
sélectionner les variables significatives avec un seuil ou « p-value » fixé a 5% ou 1% en

fonction du nombre de variables initiales.
» La méthode de sélection pas-a-pas

Cette méthode est basée sur un algorithme d’introduction itérative des variables
« pas-a-pas » developpé par Carlier (17) . Cette méthode permet de sélectionner les variables

les plus discriminantes dans un ensemble de variables explicatives « candidates ».

e. La régression PLS

La régression PLS ou Partial Least Square est une méthode permettant de construire
des variables latentes, orthogonales deux a deux, qui sont en fait des combinaisons linéaires
des variables d’origine, sur la maximisation des criteres de covariance. Cette méthode s’utilise

lorsque le nombre de variables explicatives est supérieur a celui des observations.
La PLS-DA

La PLS-DA correspond a I’AFD sous S-plus mais elle reste plus fidele a la réalité que
ne I’est I’AFD.

La PLS2

La régression PLS2 consiste en une projection simultanée de X variables
explicatives et de Y variables a expliquer sur deux hyperplans ne contenant que 2
dimensions résumant respectivement les vecteurs X et Y. Elle se rapproche en cela de

I’analyse canonique.
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f. La correction OSC

La correction OSC ou Orthogonal Signal Correction est une méthode de filtration
spectrale itérative qui a pour but d’éliminer dans X les variations orthogonales a la variable
réponse Y qui perturbe son ajustement.

g. Analyse des données zootechniques
Yijk = 1 +Sexe; + Dosej+ (Sexe; * Dosej) + &iyj,k

Ce modele d’analyse de variance a été utilisé pour étudier le poids des animaux, le gain
moyen quotidien (GMQ) des animaux (g/j), les indices de consommation (IC = Consommation
totale/GMQ total), les poids des organes ainsi que les poids relatifs des organes (poids des

organes/poids des animaux).
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2.  Approche par IRM

Ces travaux ont été effectués au sein du laboratoire INRA Unité QuaPA - Plateau
technique RMN, Equipe "Structures Tissulaires et Interactions Moléculaires (STIM)"(Centre
de recherche de Clermont-Ferrand/Theix, 63122 St Genes Champanelle), en collaboration

avec I’équipe du Dr Amidou Traoré dont Mr Guy Bielicki et Mme Cécile Keller.

Ces expérimentations IRM ont été réalisées dans le but de venir explorer la sphere
cérebrale de facon complémentaire a la métabonomique. Pour des raisons pratiques, les

analyses n’ont été effectuées que sur souris.

2.1. Expérimentations conduites
2.1.1. Etude pilote
Cette étude pilote, d’objectif plus méthodologique, a été réalisée en vue de :
- déterminer les zones cérébrales d’intérét ou positionner les voxels,
- définir la séquence la plus adaptée et mettre en place ses parametres,

- definir la faisabilité d’une telle exploration

2.1.2. Analyse ex vivo des encéphales de souris fixés apres
perfusion au paraformaldéhyde

Afin de mettre en place les différents parametres d’acquisition et dans le but de ne pas

étre géné par les contraintes inhérentes a I’utilisation d’animaux vivants, des analyses
préliminaires ont été effectuées sur des cerveaux murins fixés apreés perfusion des animaux
par du paraformaldéhyde. Ces analyses avaient pour objectif de déterminer si des analyses
ultérieures pouvaient étre menées sur cerveau de souris, sans travailler sur animal vivant. En
effet, en supprimant les contraintes de maintien des grandes fonctions vitales de I’animal,

I’acquisition des données devient plus simple a réaliser.

Ces cerveaux fixés ex vivo ont été gracieusement fournis par Mr Deloulme Jean
Christophe de I’équipe Physiopathologie du cytosquelette de I’Unité Inserm 836 IRTSV du
CEA de Grenoble, cette équipe étant habituée a réaliser de telles conservations d’encéphales

et possédant tout le matériel requis.
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2.1.3. Etude pilote in vivo

Douze souris méales de souche C57BL/6J (Jackson Lab), &gées d’au minimum cing
semaines et pesant 20 g environ en début d’expérimentation ont été utilisées. Elles ont subi
une période d’adaptation de 4 jours durant laquelle elles ont été nourries avec I’aliment
commercial conventionnel pour rongeur UAR 210 seul, puis elles ont été séparées en deux

lots :

- un lot de 6 souris témoins, nourries durant toute la durée d’expérimentation avec I’aliment
UAR 210 seul.

- un lot de 6 souris nourries avec de I’aliment UAR 210 dans lequel a été préalablement
incorporée une dose de 9% d’Hypochceris radicata en poudre.

Les souris ont été mises en cage par groupe de 3 et identifiées par un systéeme de code de
points : 1 point, 2 points ou absence de marque, le tout ayant été réalisé au feutre indélébile

noir sur la partie proximale de la queue.

L’administration des aliments contenant Hypochceris radicata a duré 15 jours, puis
I’analyse des souris par IRM s’est deroulée sur une semaine. En effet, la préparation des
animaux et I’acquisition des données ont limité I’étude a deux souris par jour, une souris
nourrie avec Hypocheeris radicata et une souris témoin. Cependant, dans le but d’obtenir un
total de 7 jours d’administration de la plante pour chaque animal, les administrations et les
passages en IRM ont été échelonnés sur 1 semaine. Un total de 15 g d’aliment a été pesé
quotidiennement et distribué dans des gamelles pour chaque lot, chaque souris recevant ainsi

par voie orale 5 g d’aliment par jour, le tout a heure réguliere.
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2.1.4. Exploration par spectroscopie localisée des encéphales de
souris in vivo aprés traitement par 9% d’Hypochceris
radicata

a. Animaux

12 souris males de souche C57BL/6J, agées d’au minimum 5 semaines et pesant 20 ¢
environ en début d’expérimentation ont été utilisées. Elles ont subi une période d’adaptation
de 7 jours durant lesquels elles ont été nourries avec I’aliment conventionnel UAR 210 seul
puis ont été séparées en 2 lots :

- un lot de 6 souris témoins, nourries durant toute la durée d’expérimentation avec I’aliment
UAR 210 seul, réparties dans 2 cages collectives de 3 souris chacune. Dans chaque cage, les

souris ont été identifiées par des bagues métalliques aux oreilles.

- un lot de 6 souris nourries pendant une durée de 12 jours avec de I’aliment UAR 210 dans
lequel une dose de 9% d’Hypochceris radicata en poudre a été incorporée. Durant la période
d’acclimatation et apres le traitement, ces 6 souris ont été nourries avec de I’aliment UAR 210
seul. Dans ce cas-ci, les animaux ont été séparés dans 6 petites cages individuelles du fait de

I’échelonnement de leur traitement.

L’administration de I’aliment contenant une dose de 9% d’Hypochceris radicata a été réalisée

de facon échelonnée afin de pouvoir étudier une des souris recevant ce régime par jour.

b. Expérimentation

L’administration des différents régimes a duré 12 jours. Chaque jour, une souris
recevant le régime témoin et une souris recevant le régime a base de fleurs ont été étudiées, la

totalité des analyses s’étalant sur 2 semaines.

Apres chaque passage dans I’aimant, I’animal a été rendu inconscient par inhalation
d’isoflurane puis a subi immédiatement une exsanguination au niveau des carotides. Les
cerveaux ont été prélevés comme mentionné dans le paragraphe 11.3, plongés dans I’azote

liquide puis conservés & -80°C avant extraction et analyse des extraits en RMN du *H.

L’hébergement des animaux et les expérimentations d’Imagerie par Résonance
Magnétique ont été realisees sur le site de I’INRA de Clermont-Ferrand/Theix dans I’Unité
expérimentale de nutrition comparée, dans une animalerie ventilée a une température de

21 £+ 2°C et a une humidité relative de 50 £ 10% avec un cycle luminosité/obscurité 12 h/12 h.
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2.2.  Préparation et monitoring de I’animal dans I’aimant
2.2.1. Anesthésie

L’ anesthésie a été réalisée avec de I’isoflurane (véhiculé par 300 mL d’air) utilisant
une unité d’anesthésie Univentor 400 (Univentor, Malte). La phase d’induction a été obtenue
avec 3% d’isoflurane.

2.2.2. Positionnement de I’animal dans I’aimant

Les conditions expérimentales (diametre de I’aimant et taille de I’antenne) utilisées
dans cette étude limitent la taille des souris susceptibles d’étre incorporées dans I’étude. En

effet, seules les souris pesant au maximum 28 g peuvent étre utilisées.

L’induction anesthésique s’est faite a I’aide d’un masque. Une fois I’induction
réalisée, le pourcentage d’isoflurane a été abaissé a 2,6-2,5%. Chaque animal a été ensuite
précautionneusement positionné dans un systeme de contention pour souris équipé d’une
antenne birdcage (AHS/RF Bruker) de 20 mm de diametre utilisées pour I’excitation et la

réception des signaux. La téte a été centrée dans I’antenne.

Le dispositif est positionné dans I’aimant de telle sorte que le cerveau de la souris au
centre de I’antenne soit au centre magnétique. La teneur en isoflurane a été abaissée de
nouveau pour atteindre 2,4-2,3%. La température corporelle de I’animal est contrblée au
moyen d’un positionnée dans I’orifice anal, tandis que la température environnant I’animal est
maintenue a 39°C grace a un systeme de chauffage compatible avec I’environnement
magnétique. Cette température est régulée a I’aide d’un autre thermocouple fixée sur les
parois de tube autour de la souris. Les animaux ont été laissés en respiration spontanée
durant la préparation et I’acquisition des donnees (1 h environ) durant lesquelles leur
fréquence respiratoire a été monitorée a I’aide d’une unité ECG Trigger Unit (Rapid

Biomedical), dans le but d’ajuster au besoin les concentrations d’anesthésique.

a. Réglage des paramétres - Choix de la séquence

Les mesures in vivo de spectroscopie localisée RMN du *H ont été réalisées & 9,4 tesla
(un aimant vertical wide-bore) sur un spectrométre Bruker Avance DRX 400 (Bruker,
Ettlingen, Germany) équipé d’un systéme de micro imagerie (un systeme de gradient micro
2.5).
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Les signaux ont été acquis en utilisant une séquence PRESS dont les principaux
parametres sont résumés dans le Tableau 11.7. Dans un premier temps, des images pondérées
T2 ont été acquises avec une séquence RARE (TE = 36 ms , TR= 4200 ms), dans la direction
transverse (coupes axiales) de maniére a positionner le volume d’intérét (VOI) ou voxel de 18
pL (3x3x2mm)® sur le thalamus et le cortex pour les études pilotes, sur le thalamus
uniquement pour le reste des analyses (Figure 11.25 et Figure 11.26). L’homogénéité du
champ magnétique a été optimisé pour le VOI en ajustant manuellement les shims sur du pic
de I’eau jusqu’a I’obtention d’une largeur spectrale a mi-hauteur inférieure a 20 Hz. Aprés
ajustement des différents parametres de la séquence d’acquisition (notamment I’activation du
module de suppression du pic de I’eau), des spectres étaient acquis. Chaque spectre a

représenté une moyenne de 1024 scans pour un total de temps d’acquisition de 17 minutes.

Tableau 1.7 : Récapitulatif des différents paramétres d’acquisition pour la production des
spectres d’intérét. Les mesures en RMN du 'H ont été réalisées & 9,4 tesla sur un
spectromeétre Bruker Avance DRX 400 avec un systéeme de micro imagerie permettant de
réaliser les mesures in vivo, un aimant vertical de large calibre ainsi qu’un systéme de micro
gradient a 2,5 (Bruker, Ettlingen, Germany).

Measuring Method | PRESS
Repetition Time | 2000.000 ms
Echo Time |8.844 ms
Mumber of Averages | 512

Mumber of Dummy Scans | 4

Trigger todule | Ooff
Estimated Total Scan Time | 0Oh17m12s0ms _
Press _lexpand
Spectroscopy _lexpand
Yoxel Geometry _lexpand
Suppression _lexpand
ovs | Ooff
Decoupling | Off

NOE | Off
Optimize _lexpand
Preemphasis _lexpand
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b. Quantification des métabolites

Tous les spectres ont été analysés dans le domaine spectral en utilisant le logiciel
d’intégration PeakFit® (Systat Software Inc., San Jose, CA). La contribution relative de
chaque métabolite a été obtenue en réalisant une intégration de I’aire sous chaque pic. Le
modeéle mathématique utilisé pour I’intégration du signal RMN était la somme des aires de
Gauss et Lorentz. Les résultats des intégrations ont été exprimés en pourcentage relatif sur
le total des métabolites sélectionnés. Les différences de concentration relative de métabolite
entre souris témoins et souris recevant le régime a base d’Hypochceris radicata ont été
analysées en réalisant une ANOVA a un facteur suivie par un test de Tukey pour obtenir une

comparaison multiple des moyennes.
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B.  Resultats
1.  Etudes métabonomiques
1.1.  Expérimentation préliminaire sur rats : doses 1 et 3%

1.1.1. Analyse des données zootechniques, cliniques et post-
mortem

Les ANOVA des GMQ moyens, IC moyens et poids des animaux mesurés durant le
traitement et ceux des organes mesurés a I’abattage n’ont pas mis en évidence de différence

significative entre les lots.

1.1.2. Analyse des urines

Un exemple de spectre RMN du proton sur un échantillon d’urine collectée chez un rat

male recevant une dose de 3% d’Hypochceris radicata (MH3) est présenté en Figure 11.2.

Créatinine

L Sevlio-
Taunne inositol

Créatititie

TMISF
Diméthvlamine

Citrate
Hipwpurate

Figure 11.2 : Spectre RMN du 'H, & 600 MHz (6 = 0-10 ppm) d’urine collectée & Js; chez
un rat nourri avec un aliment contenant 3% d’Hypocheeris radicata (Lot MH3).
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L’observation des spectres a permis de révéler des différences dans la composition des
urines des rats recevant le régime témoin et des rats recevant le régime a base d’Hypochceris
radicata, notamment concernant les concentrations en hippurate, ces dernieres éetant plus
fortes chez les animaux recevant Hypocheeris radicata. Une analyse statistique multivariée a
été réalisée pour déceler des variables significativement affectées par I’ingestion
d’Hypochceris radicata. En utilisant un pas de 0,04 ppm, les 189 variables issues de
I’intégration du spectre ont été analysées par statistiques multidimensionnelles. Les ACP
réalisées sur les 124 variables filtrées n’ont pas permis d’individualiser des groupes (résultats

non montrés).
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Figure 11.3: Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante selon le
premier plan factoriel (1*2), réalisée sur les 124 premieres variables sélectionnées apres
filtration sur toutes les urines collectées analysées par RMN du *H & 600 MHz. L’axe 1 qui
permet d’expliquer 36,6% de la variabilité entre les groupes, sépare ceux-ci en fonction des
régimes, I’axe 2 qui permet d’expliquer 31,1% de la variabilité entre les groupes, sépare les
groupes en fonction du sexe. Les prélevements d’urine ont été effectués a Jo (a), J1 (b), Js (C),
Jg (d), J11 (&), J15 (F), J1s (@), Jaz (), Jzs (i), Jze (j), Jaz (K). La représentation graphique permet
de visualiser la mise en place progressive de I’intoxication au cours du temps durant les 3
premiers jours et la séparation nette entre les groupes a partir de J;: les probabilités des
distances de Mahalanobis sont significatives (p < 0,0001) entre af et c1, af et c2, am et c4, am
et c5. FH1: femelles nourries avec un aliment contenant 1% d’Hypochceris radicata, FH3:
femelles nourries avec un aliment contenant 3% d’Hypochceris radicata, FT: femelles
témoins, MH1: méales nourris avec un aliment contenant 1% d’Hypocheeris radicata, MH3:
males nourris avec un aliment contenant 3% d’Hypochceris radicata, MT: males témoins.
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En revanche, les AFD (Figure 11.3 et Figure 11.4) font apparaitre certains points tres
intéressants a analyser. Tout d’abord, les rats répondent de facon similaire a I’ingestion
d’Hypochceris radicata, quel que soit le sexe. De plus, la répartition des groupes en fonction
de la dose est bien identifiable dans le premier plan factoriel (Figure 11.3), I’adaptation
durant les 3 premiers jours (périodes a, b, ¢) laissant place a une individualisation de chacun
des groupes a partir de J; (période c) avec des distances de Mahalanobis significatives entre
ceux ci. Cette mise en place de I’intoxication potentielle est d’ailleurs plus visible sur le
second plan factoriel (Figure 11.4) ou les groupes subissent, tout d’abord, un ajustement de
leur métabolisme entre J; et J3, proportionnel a la dose d’Hypocheeris radicata ingérée, suivi

d’une orientation paralléle entre chaque groupe correspondant a la phase de croissance,

similaire pour tous les animaux.

HOOXRAOX+ DO

%«J D OO TY
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Figure 11.4 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante réalisée sur
124 variables sélectionnées apres filtration, sur toutes les urines collectées analysées par
RMN du *H & 600 MHz, suivant le plan factoriel (1*3). La projection sur I’axe 3 permet de
séparer les groupes en fonction du temps, la projection sur I’axe 1 en fonction du régime. On
retrouve la séparation entre les groupes avec un parallélisme net entre les sexes ainsi qu’une
démarcation pour les groupes nourris avec le régime contenant 3% d’Hypocheeris radicata.
La mise en place progressive de I’intoxication est visualisable durant les 3 premiers jours. La
définition des groupes est rappelée dans la Figure 11.3. Les prélévements d’urine ont été
effectués a Jo (a), N (b), J3 (C), Jg (d), Ji (e), Jis (f), Jig (g), Joo (h), Jos (I), Jog (J), Ja1 (k)
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Les analyses de variance sur les variables synthétiques que constituent les axes 1
(régimes) et 3 (temps) ont montré que, sur I’axe 1, la projection des individus confirmait le
regroupement des animaux traités a une méme dose des Js. La projection des individus sur
I’axe 3 montre la mise en place progressive de I’« intoxication » jusqu’a Js (résultats non
montrés), suivie par une segrégation nette de ceux-ci en fonction de la dose jusqu’a Js;
(Figure 11.5).
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Figure 11.5 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante réalisée sur
20 variables filtrées en fonction des groupes, a partir des données urinaires de Js; analysées
par RMN du 'H & 600 MHz, suivant le premier plan factoriel (1*2). Les groupes sont
discriminés en fonction de la dose par projection sur le premier axe factoriel et en fonction du
sexe par projection sur I’axe 2. La définition des groupes est rappelée dans la Figure 11.3.

Les métabolites urinaires correspondant aux variables les plus impliquées dans le
facteur régime c'est-a-dire dont la contribution était la plus importante dans la construction de
I’laxe 1 étaient I’hippurate, le scyllo-inositol, I’acide 4-hydroxyphénylpropionique (4-
HPPA), la méthylguanidine, I’isobutyrate (Tableau 11.8).
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Tableau 11.8 : Métabolites urinaires mis en évidence lors de I’analyse des spectres issus de
I’analyse en RMN du *H & 600 MHz et correspondance avec le nom des variables
impliquées dans le facteur traitement.

Déplacement Contribution dans les Sens de
Nom de la variable | chimique (® en axes Métabolite variation
ppm) Axel | Axe2 | Axe 3

V62 7,54 0,92 | 0,298 | -0,092 Hippurate 0
V118 3,34 0,928 | 0,187 0,08 Scyllo-inositol 0
Vb5 7,82 0,953 | 0,182 | -0,07 Hippurate T
V102 3,98 0,87 0,09 | -0,305 Hippurate 0
V13l 2,82 0,705 | -0,401 | 0,002 Pas de pic )
V131 2,82 0,705 | -0,401 | 0,002 Pas de pic T
V61 7,58 0,82 | 0,461 | -0,132 Hippurate 0
V139 2.5 0,771 | -0,438 | 0,022 Pas de pic )
V37 8,54 0,779 | 0,264 | -0,192 P )
V175 1,06 0,868 | -0,005 | 0,271 3 )
V135 2,66 0,522 | 0,082 | 0,422 Pas de pic )
V136 2,62 0,578 | -0,441 | 0,381 Pas de pic T

L’hippurate et le scyllo-inositol, les deux principaux metabolites urinaires, sont les

plus fortement impliqués dans les disruptions métaboliques des animaux suite a I’ingestion

d’Hypochceris radicata (Tableau 11.8). La réalisation du dendrogramme a montré que

certaines variables leur correspondant, V55, V102 (hippurate) et V118 (scyllo-inositol) étaient

regroupéees dans le méme sous-cluster soulignant ainsi une évolution dans le méme sens

(Figure 11.6).
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Figure 11.6: Dendrogramme présentant la répartition des 80 premieres variables
sélectionnées & partir des spectres urinaires obtenus par RMN du 'H, & 600 MHz. Les
variables V55 et V102 (hippurate) et V118 (scyllo-inositol) s’isolent bien des autres variables
et évoluent dans le méme sens.

Les analyses de variance réealisées sur les variables relatives a I’hippurate, c'est-a-dire
celles dont les déplacements chimiques sont 6 = 7,54, & = 7,82 et 6 = 3,98, ont montré que les
groupes recevant Hypocheeris radicata présentaient une augmentation de la concentration de
ce métabolite durant les 3 premiers jours puis une stabilisation en fonction de la dose
d’Hypocheeris radicata. La Figure I1.7 présente I’exemple de la variable V55 (& = 7,82), avec

un effet significatif (p < 0,001) de la dose d’Hypochceris radicata.
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Figure 11.7 : Evolutions de la moyenne des valeurs prises par la variable V55 (6 = 7,82 un
des déplacements chimiques de Ihippurate) en fonction des groupes, au cours du temps, a
partir des données urinaires analysées par RMN du 'H & 600 MHz. La définition des
groupes est donnée dans la Figure 11.3.

L analyse de variance realisée sur les valeurs prises par la variable relative au scyllo-
inositol montre que le facteur régime est aussi tres significatif (p < 0,001). Le graphe réalisé
a partir de ces données (Figure 11.8) permet de souligner une nette individualisation entre les
3 régimes administrés, quel que soit le sexe, et la mise en place progressive de la
perturbation métabolique durant les 3 premiers jours (a, b, ¢) avec une stabilisation des

valeurs a partir de J; (période c).
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Figure 11.8 : Evolution de la moyenne des valeurs prises par la variable V118 (scyllo-

inositol) en fonction des groupes, au cours du temps, a partir des données urinaires
analysées par RMN du *H & 600 MHz. La définition des groupes est donnée dans la Figure
11.3.
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1.1.3. Analyse des extraits hépatiques

Afin d’observer une correspondance éventuelle avec les signatures produites dans
I’organe ou se situe la plus grande majorité des processus de métabolisation et de

détoxification, la signature métabonomique hépatique a été étudiée.

a. Extraits chloroformiques

Les analyses factorielles discriminantes réalisées sur les matrices lipophiliques n’ont
pas permis de réveler de construction ni d’individualisation des groupes. De ce fait, les
analyses n’ont été approfondies que sur les matrices hydrosolubles.

b. Extraits aqueux

La représentation de I’analyse en composantes principales, réalisée sur les variables
log-transformées des extraits hépatiques hydrosolubles, n’a pas permis de visualiser de
groupes distincts. En revanche, la représentation graphique de [I’analyse factorielle
discriminante (Figure 11.9) montre qu’il existe une hiérarchisation et une progression des
groupes en fonction du régime, de fagon similaire a ce qui avait pu étre observé sur les urines
a Ja1, avec une plus grande part de la variance interprétée par I’axe 1, relative au facteur sexe
(68,8%).

Axe 2 : régimes
(21,1%0) ag ]

,0197

Axe 1 : sexe (68,8%)

Figure 11.9 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante réalisée sur
les 20 premiéres variables sélectionnées apres filtration, & partir des données RMN du *H &
600 MHz d’extrait aqueux de foie selon le premier plan factoriel (1*2). La projection des
groupes sur I’axe 1 permet de les séparer en fonction du facteur sexe, prédominant. La
projection sur I’axe 2 se fait en fonction du régime ingéré. La définition des groupes est
donnée dans la Figure I1.3.
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Apres avoir realisé I’ANOVA des 20 variables sélectionnées, seule une variable est
apparue comme étant trés fortement significative (p < 1,459 x 10™*°) pour le facteur régime
. la variable V163 a 6 = 3,34 ppm (Figure 11.10).
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Figure 11.10 : Moyenne et écart-type des valeurs prises par la variable V163 en fonction des
groupes a partir des données d’extrait aqueux de foie. La variable V163 est la seule variable
impliquée de facon trés significative (p < 10®) dans la construction de I’axe 2 qui correspond
a la réponse des animaux suite au régime. Le graphe montre que la moyenne augmente avec la
dose d’Hypochceeris radicata ingérée, chez les males comme chez les femelles. La définition
des groupes est donnée dans la Figure 11.3.

Sur des agrandissements des spectres RMN du *H, réalisés entre 3,20 et 3,52 ppm, le
pic a 6 = 3,35 ppm, materialisant la présence de scyllo-inositol est bien individualisable chez
les rats ingérant Hypocheeris radicata contrairement aux rats témoins (Figure 11.11). La
hauteur et la surface de ce pic est proportionnelle a la dose de plante incorporé dans I’aliment,
ce qui conforte les résultats obtenus lors de I’analyse des urines.
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Scyllo-inositol
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Figure 11.11 : Spectres RMN du *H & 600 MHz (agrandis entre les valeurs de 3,20 et
3,52 ppm) d’extraits hépatiques hydrosolubles de foie (a) chez un rat male recevant un
régime contenant 3% d’Hypochceris radicata (Lot MH3) et (b) chez un rat male témoin (Lot
MT). Un pic a 6 = 3,35 ppm, correspondant a la variable V163 identifiée comme étant le
scyllo-inositol, est identifiable sur le spectre (a) mais non sur le spectre (b).

1.1.4. Analyse des extraits cérébraux
a. Extraits aqueux

Afin d’accéder au métabolisme du systeme nerveux central, les cerveaux prélevés
ont été analysés aprés extraction. Tout comme les échantillons hépatiques, les extraits
liposolubles n’ont pas permis de révéler de structure spécifique entre les groupes. En
revanche, les extraits hydrosolubles ont, non seulement rendu compte d’une orientation

similaire des groupes, mais également d’une reponse exacerbée dans I’encéphale. En effet,
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la représentation graphique de I’AFD réalisée sur les 15 variables sélectionnées a montré une
ségrégation des groupes en fonction du régime et plus précisément de la dose, par projection
sur I’axe 1, ce dernier expliquant 87,5% de la variance intergroupe (Figure 11.12). Ce
pourcentage n’était que de 21,1% pour I’analyse des extraits hépatiques hydrosolubles. Cette
réponse paralléle et univoque, quel que soit le sexe, a confirmé les résultats obtenus sur les

autres matrice tissulaire et fluide biologique.

D il 1] 5 1D

Figure 11.12 : Représentations graphiques de I’analyse factorielle discriminante suivant le
premier plan factoriel (1*2), réalisée a partir de 15 variables sélectionnées apres filtration,
sur les données RMN du'H & 600 MHz des extraits hydrosolubles de cerveaux des 36 rats,
en fonction des groupes d’animaux. L’axe 1, qui permet d’expliquer 87,5 % de I’inertie,
ségrége les lots en fonction du régime et plus précisément de la dose. Les 2 métabolites
impligqués majoritairement dans la construction de cet axe sont le scyllo-inositol et le myo-
inositol. L’axe 2, qui explique 6,6 % de I’inertie, sépare les lots en fonction du sexe.

Les variables majoritairement impliquées dans la construction de I’axe 1 sont d’une
part, le scyllo-inositol (V153 = 3,34 ppm), déja observé dans les urines et le foie et d’autre
part le myo-inositol (V152 = 3,38 ppm ; V155 = 3,26 ppm ; V146 = 3,62 ppm et V148 = 3,54
ppm), ces deux molécules étant anti-corrélées (Tableau 11.9). La correspondance entre les
variables et les métabolites ainsi que leur «anti-corrélation » ont été confirmées par le
dendrogramme réalisé sur les 30 variables sélectionnées par la méthode pas a pas (Figure
11.13).
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Tableau 11.9 : Tableau présentant les variables les plus impliquées dans la construction de
I’axe 1 de I’AFD, (sur les 15 variables sélectionnées apreés filtration, a partir des données
RMN du *H, & 600 MHz, d’extraits hydrosolubles de cerveaux des 36 rats en utilisant un
pas de 0,04 ppm), leur déplacement chimique et le nom des métabolites correspondants. Le
scyllo-inositol (6 3,34 ppm) apparait anti-corrélé avec le myo-inositol (6 3,26, 3,54, 3,62 et

4,06 ppm).
Nom des variables cgggxsgzgﬂaﬁl Déplac%n;;r;tn(l:)hmli que Meétabolite

V153 + 0,986 3,34 Scvllo-inositol
V152 - 0,955 3,38 P

V146 - 0,940 3,62 Mpyo-nositol
V155 - 0,868 3,26 Myo-ositol
V148 -0,815 3,54 Mpyo-nositol
V135 - 0,814 4,06 Myo-nositol

Positionnement des 30 variables selectionnees

15
|

1.293 e e B

Myo-
inositol

dendogramme hypochoe-cerveau

V71
V163

V141
V168
V202

V170
V167

V119
V118
V199
V200
V215
V205
V206
V216

Figure 11.13 : Dendrogramme obtenu a partir des 30 premieres variables sélectionnées
apreés filtration sur données analysés par RMN du *H & 600 MHz, des extraits de cerveau
des 36 rats. La variable relative au déplacement du scyllo-inositol est anti corrélée aux 4
variables relatives aux déplacements chimiques du myo-inositol, ces deux métabolites étant
les 2 principaux impliqués dans la construction de I’axe 1.
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Dans le but d’identifier formellement ce métabolite & 6 = 3,35 ppm ou & = 3,34 ppm
dans les urines et dans les extraits hydrosolubles de foie, la molécule de scyllo-inositol a été
analysée seule ou en surcharge a un extrait tissulaire hydrosoluble ou a des urines : dans
tous les cas, une superposition parfaite des pics et une correspondance des déplacements

chimiques a été retrouvée, confortant ainsi I’identité du métabolite.
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1.2.  Expérimentation sur souris : variations metaboliques entre les
doses 0, 3 et 9%

Cette deuxieme série d’expérimentations effectuées sur souris a été réalisée afin de
tester I’effet de doses plus fortes de végétal et de déterminer si les observations faites sur rats

pouvaient étre reproduites chez la souris.

1.2.1. Données zootechniques, cliniques et post-mortem

Aucun symptéme clinique n’a pu étre observé, méme sur les souris ayant regu une

dose de 9% d’Hypochceris radicata dans leur régime, durant 21 jours.

Les poids entre les animaux nourris avec un régime témoin et un régime a base
d’Hypochceris radicata n’ont pas été différents. L’analyse des indices de consommation ainsi

gue des GMQ moyens n’a pas pu étre réalisée car les animaux étaient en cage collective de 4.

Lors de I’autopsie des animaux, aucune modification macroscopique des tissus et
des organes n’a pu étre relevée et aucune différence n’a pu étre notée concernant le poids des

cerveaux et des foies, pour chaque date de sacrifice.

1.2.2. Signatures métaboliques urinaires

L’évolution de la nature des disruptions métaboliques provoquées par I’ingestion des
doses de 3 et 9% d’Hypocheeris radicata incorporées dans I’aliment a pu étre aisement
caractérisée par une exploration des urines collectées chez les 2 sexes durant les 21 jours
(Figure 11.14).
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Figure 11.14 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante réalisée a
partir des données d’analyse RMN du 'H, & 600 MHz, sur les urines des souris males et
femelles, en fonction du facteur groupe (Date*Dose) (a) suivant le premier plan factoriel
(1*2) et (b) suivant le second plan factoriel (2*3). La premiere composante permet de
projeter les groupes en fonction du facteur sexe, la seconde composante, une projection des
groupes en fonction du facteur dose. La composante 3 permet la projection des groupes au
cours du temps et rend compte de I’évolution physiologique des animaux en termes
notamment de croissance. Une des variables les plus impliquées dans la construction de la
seconde composante possede un déplacement chimique a & = 3,35 ppm et a été identifiée
comme étant le scyllo-inositol. Chaque groupe est représenté avec une couleur spécifique et
une notation groupée correspondant a la dose d’Hypochceris radicata introduite dans le
régime, et ce par jour de collecte. Les fleches représentent les trajectoires métaboliques au
cours de I’étude.
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Un traitement préalable des données urinaires n’a pas été nécessaire. L’AFD a été
réalisée a partir des 332 échantillons d’urines et sur 150 variables sélectionnées grace a
I’algorithme de présélection pas-a-pas. Les 4 composantes étaient toutes fortement
significatives et contenaient 66,2% de la variance calculée entre les différents groupes. Une
ségrégation claire entre les sexes, et une évolution significative au cours du temps, sont
apparues pour les 2 groupes contrdles (Figure Il.14a). De plus, grace a cette analyse
multidimensionnelle, il a été possible de détecter des variations métaboliques subtiles mais
significatives a partir du quatriéme jour : (i) une évolution en fonction de I’age similaire
pour chaque groupe, avec une discrétisation effectuée sur un pas de temps de quelques
jours, (ii) une signature métabolique pour un age donné significativement différente
entre chaque groupe d’apres les données issues de I’analyse de Mahalanobis (p < 0,0001).
Cette derniére caractéristiqgue, mieux revélée sur I’axe 3 qui résume 8,1% de la variance
intergroupe, montre une évolution parallele du métabolisme général liée a la croissance de
I’animal pour les animaux témoins males et femelles (Figure 11.14b). Ces déviations des
orientations métaboliques des animaux viennent conforter I’observation similaire révélée chez

le rat.

Malheureusement, le nombre de variables caractérisées de facon slre et expliquant
majoritairement la construction de la composante 1 est réduit. La variable la plus corrélée a
8=1,21 ppm n’a pu étre identifiée, la seconde variable en terme d’importance serait la
putrescine. La valine, la triméthylamine (TMA) et la diméthylamine (DMA) sont ensuite

les seules variables identifiées impliquées dans la séparation des groupes en fonction du sexe.

Le second axe discriminant porte 20,3% de la variance intergroupe. Il permet de
révéler les ajustements métaboliques a la suite de I’ingestion d’Hypochceris radicata avec
notamment une trajectoire meétabolique de plus faible amplitude chez le lot a 3%
d’Hypochceris radicata que celle du lot a 9% d’Hypocheeris radicata (Figure I1.14Figure
I1.15a). De plus, avec le régime a 3% d’Hypochceris radicata, une inflexion des trajectoires
métaboliques a Ji5 et Jo; est perceptible avec une tendance telle que les trajectoires deviennent
paralleles a I’axe 1. Cette situation métabolique intermédiaire, en termes de réponse a
I’ingestion de la dose a 3% d’Hypocheeris radicata dans le régime, est clairement visualisable
sur la seconde carte factorielle (2*3) (Figure 11.14b) et est plus amplifiée chez les femelles
que chez les males. Cette configuration métabolique transitoire n’a pas été observée chez les
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animaux ayant ingéré une dose de 9% d’Hypochceris radicata pour laquelle les changements
métaboliques sont plus intenses et plus marqués. Sur cette carte factorielle, il peut étre noté
que les souris méles répondent, « métaboliquement » parlant, de fagon moins intense que les
souris femelles quelle que soit la dose d’Hypocheeris radicata incorporée a I’aliment. Il
semble que les femelles ingérant Hypocheeris radicata soient plus sensibles que les males

traités alors qu’aucun effet sexe n’a pu étre souligné chez les animaux témoins.

Le principal métabolite lié a I’axe 2 a été identifié comme étant I’hippurate (3,96
ppm ; 7,64 ppm ; 7,84 ppm) (Tableau 11.10).
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Tableau 11.10 : Résume des principaux meétabolites urinaires impliqués dans la
construction des axes de I’AFD, identifiés grace & leur déplacement chimique du *H & (ppm)
par comparaison avec des tables d’identification de déplacements chimiques. Le signe de
corrélation de chaque métabolite nous permet d’expliquer les changements de direction en

réponse au traitement avec Hypochceris radicata.

déplacement Axe 1 Axe 2 Axe 3 Changement de
chimique du 'H, & Métabolites direction avec le
(ppm), multiplicité* P S P S P S traitement HR
1.21 0.98 1 -0.05 -0.11 Non assigné A
1.79,br 0.90 2 0.01 -0.32 putrescine 2
1.04,d 0.88 3 0.40 -0.14 valine 2
2.87,s 0.81 14 0.01 -0.36 triméthylamine A
3.03,s -0.68 21 0.25 -0.48 20 créatine 2
3.05,s 0.57 25 -0.71 7 0.05 créatinine N
2.71,s -0.49 30 -0.37 0.50 14 diméthylamine N
3.36,s 0.33 35 0.54 0.49 15 scyllo-mositol 72
7.64.t -0.08 0.87 5 0.27 hippurate 72
2.72,s -0.06 -0.43 0.60 6 diméthylamine N
3.35,s 0.05 0.91 2 0.25 scvllo-inositol A
7.83,d -0.03 0.89 4 0.29 hippurate 2
7.84,d -0.01 0.90 3 0.28 hippurate 2
3.96,s 0.00 0.95 1 0.26 hippurate A

*multiplicité : br : broad (large pic) ; d : doublet; s: singlet; t: triplet
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Un second biomarqueur de [I’intoxication a Hypochceris radicata corrélé
positivement a I’axe LD2 dont le déplacement chimique est de 3,35 ppm correspond au
scyllo-inositol (Figure 11.15). Ce métabolite est seulement présent chez les souris soumis au
régime a base d’Hypocheeris radicata. Le pic, indiscernable sur les spectres des souris
témoins, augmente en intensité ou hauteur en fonction de la dose croissante d’Hypocheeris

radicata dans les régimes, traduisant ainsi la nature de biomarqueur du scyllo-inositol.

Le premier métabolite canoniquement relié a I’axe LD3 a été identifié comme étant la
créatinine (3 = 4,03 ppm) mais plusieurs autres variables n’ont pu étre identifiées (Tableau
11.10).

Taurine

Glycine Créatine +
Créatinine

a)
v Triméthylamine 3-HO-butyrate
Diméthylamine
4
J v MJMVJ L/‘\K
Créatinine ¢ TMAO
b) "
a-kétoisocaproate
Scyllo-
inositol . l
Lysine
T T T T T T T T
45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 ppm

Figure 11.15 : Comparaison entre des spectres issus d’échantillons urinaires analysés par
RMN du *H, & 600 MHz d’une (a) souris témoin et d’une (b) souris recevant une dose de
9% d’Hypochceris radicata. Un pic a 6 = 3,35 ppm est bien visible sur le spectre de la souris
ingérant la plante mais a peine détectable sur le spectre de la souris témoin.
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1.2.3. Perturbations métaboliques hépatiques

Dans le foie, aucune réelle structuration de I’information métabolique provenant des
données obtenues en RMN du proton a partir des extraits lipophiles n’a pu étre révélée,
contrairement aux extraits aqueux. Cependant, ces derniers ont nécessité un prétraitement
des données brutes afin d’éliminer la part d’information métabolique non modélisable par les
facteurs étudiés ici. En effet, les AFD ou les analyses Partial Least Square-Discriminant
Analysis (PLS-DA) réalisées sur les signatures RMN du *H brutes, obtenues & partir des
extraits hydrosolubles hépatiques, n’ont permis de révéler aucune structuration entre les

groupes d’animaux.

Cette absence de structure montre que I’ingestion d’Hypocheeris radicata ne suscite
qu’un faible impact sur le métabolisme des animaux. En vue d’améliorer les résultats, un
effet bloc, manifeste bien qu’inexpliqué, correspondant a I’effet de la date d’euthanasie de
I’animal et de la durée d’ingestion d’Hypochceris radicata, c'est-a-dire 8, 15 et 21 jours a été
éliminé. Cet effet bloc était clairement détectable sur I’AFD chez les animaux témoins
euthanasiés 15 jours apres le commencement de I’expérimentation lorsque ceux-ci sont
comparés a ceux euthanasiés a 8 ou 21 jours apres le début du traitement. Puis, une procédure
combinant des corrections OSC avec une PLS a été nécessaire pour éliminer une part
importante de la variance non modélisable par les effets du sexe, du traitement avec

Hypochceris radicata ou de la durée d’intoxication.

Une fois les corrections des données RMN établies sur plusieurs facteurs controlés, la

PLS-DA permet de hiérarchiser les effets des différents facteurs étudiés ici (Figure 11.16).
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Figure 11.16 : Représentation graphique de la PLS-DA aprés correction OSC du facteur
bloc et & partir des données RMN du *H & 600 MHz des extraits hydrosolubles hépatiques
de souris.

Parmi les principales variables qui ont pu étre identifiées et qui interviennent de fagon
notable dans la construction des axes, le scyllo-inositol constitue la troisieme variable

impliguée dans la composante 2 (Tableau 11.11).

Tableau 11.11 : Principaux métabolites impliqués dans la construction des 3 premiers axes
de la PLS-DA issue des spectres des extraits aqueux de foie. Chaque métabolite est identifié
par son déplacement chimique RMN du *H (& en ppm). Le signe de la corrélation pour chaque
métabolite permet d’expliquer les changements de direction en réponse au traitement par
Hypocheeris radicata.

déplacement LD1 LD2 LD3 Changement
chimique du 'H avec le
Métabolites
6 (ppm), p rang p rang p rang traitement avec
multiplicité’ HR
8.74,d 0.80 4 0.44 -0.25 nicotinamide A
8.26,s -0.60 -0.00 -0.12 mosine AV
3.34,s 0.45 0.65 3 0.29 7 scyllo-inositol A

Le nicotinamide et, dans une moindre mesure, I’inosine sont les principales variables

identifiées participant a la construction de I’axe 1. L’observation de la représentation
graphique de la PLS-DA renseigne sur leur implication dans le facteur sexe.
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1.2.4. Perturbations métaboliques cérébrales

Les extraits lipophiles de cerveau n’ont pas permis de faire ressortir de structure
factorielle caractéristique et le traitement des données issues de I’exploration cérebrale par
RMN s’est volontairement limitée & I’analyse des AFD réalisées sur les données RMN du *H
obtenues sur extraits hydrosolubles de cerveaux. Le nombre de variables répertoriées étant de
901 pour un pas de 0,01 ppm, si I’on considére la totalité des données, méales et femelles
(Figure 11.17), I’AFD a permis d’offrir un seul premier plan factoriel explicite. L’axe 1
explique une trés grande part de I’inertie du modele : 93,3% de la variance est contenue dans
le facteur dose et la variable la plus fortement impliquée est la variable V617 correspondant
au scyllo-inositol (5 = 3,34 ppm) (Tableau 11.12).

o 9% HR
A 3% HR
o7 N
=7 J21 J15 Js , , .
PN Témoins
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é\f Mo ‘Eé%a gﬁa}?
MH3E Figa
§’ © ‘@i ‘] e MH3b
Q - H3
=g
Lflj -
9‘. _
Te)
i T T T T T
-20 -10 0 10 20

LD1 (93.3%)

Figure 11.17 : Premier plan factoriel de I’analyse factorielle discriminante obtenue a partir
des 20 premiéres variables sélectionnées & partir des données RMN du *H, & 600 MHz des
extraits aqueux cérébraux de souris. L’axe 1 explique une trés grande part de I’inertie du
modeéle : 93,3% de la variance est contenue dans le facteur dose. La réponse dose-dépendante
cérébrale des animaux, ayant ingéré Hypochceris radicata est univoque, unidirectionnelle et
s’intensifie au cours du temps.
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Le dendrogramme (Figure 11.18) réalisé sur les données des souris males et
notamment sur les 34 variables sélectionnées ou filtrées fait ressortir d’un c6té, les variables
V617 (6 =3,34 ppm) et V616 (6 = 3,35 ppm) (la présence de 2 variables étant due a la
séparation d’un méme signal sur 2 variables contigles, le pas utilisé étant réduit)
correspondant au scyllo-inositol et, de I’autre c6té, anti-corrélées, les variables V591 (6 =
3,60 ppm) et V598 (6 = 3,53 ppm), représentant 2 des 4 déplacements chimiques propres au

myo-inositol.
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Figure 11.18 : Dendrogramme ou arbre de classification hiérarchique obtenu a partir des
34 premiéres variables sélectionnées sur données RMN du 'H, & 600 MHz, des extraits
aqueux de cerveaux des souris recevant le régime avec 9% d’Hypochceris radicata. Les
variables relatives au scyllo-inositol et au myo-inositol appartiennent a deux clusters opposés.

Il existe une anti-corrélation entre le myo et le scyllo-inositol. De plus,
I’augmentation de la teneur cérébrale relative en scyllo-inositol (rapportée a la teneur en
créatine) en fonction de la dose est significative (p < 10°). La diminution réciproque du
rapport myo-inositol/créatine, méme de significativité moindre (p = 3.10), est bien présente
(Figure 11.19).
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Figure 11.19 : Evolutions respectives des rapports scyllo-inositol/créatine (a gauche) et
myo-inositol/créatine (a droite) en fonction de la dose d’Hypochceris radicata ingérée par
les animaux. Les différences des rapports en fonction de la dose sont significatives, p < 10°
et p = 3.107, respectivement pour les rapports du scyllo-inositol et du myo-inositol.

Tableau 11.12 : Résumé des principaux métabolites, des extraits aqueux de cerveau,
impliqués dans la construction des 3 premiers axes. Chaque métabolite est identifié par son
déplacement chimique RMN du *H (5 en ppm). Le signe de la corrélation pour chaque
métabolite nous permet d’expliquer les changements de direction en réponse au traitement par
Hypocheeris radicata.

déplacement LD1 LD2 LD3 Changement de
chimique du 'H direction avec le
Métabolites

0 (ppm), P rang P rang P rang traitement avec
multiplicité HR
3.34,s 0.99 1 0.01 -0.00 scyllo-inositol A
3.60,t -0.69 2 0.33 4 0.29 myo-inositol N
1.05,d -0.31 3 0.28 0.47 2 valine N
1.49,d -0.30 9 0.39 2 0.37 5 alanine N
6.06,d 0.15 0.20 0.05 mnosine A
2.36,m -0.06 -0.14 -0.31 6 glutamine N
4.09,q 0.01 -0.00 0.43 4 lactate 7
2.08,m -0.01 -0.47 1 -0.00 glutamate N
3.93,s 0.00 0.04 -0.01 créatine A
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Dans le but de confirmer et renforcer la caractérisation structurale du scyllo-inositol,
une analyse RMN 2D 'H-®C HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence
spectroscopy) a eté realisee afin de préciser les déplacements chimiques des atomes de
carbone auxquels sont rattachés les protons (Figure 11.20). Sur ce spectre, nous pouvons
noter, plus spécifiguement, une tache, dont les coordonnées sont 3,34 ppm (déplacement
chimique du 'H) et 76,3 ppm (déplacement chimique du *3C), ce qui correspond de facon

univoque au scyllo-inositol.
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Figure 11.20 : Spectre issu de I’analyse RMN 2D 'H-*C HSQC (Heteronuclear Single
Quantum Coherence spectroscopy) obtenu a partir d’un pool d’extraits hydrosolubles de
cerveau provenant de 3 souris recevant le régime avec 9% d’Hypochceris radicata. L’axe
des abscisses rend compte du déplacement chimique relatif aux protons *H (de 1,0 & 6,0 ppm),
I’axe des ordonnées, aux déplacements chimiques des atomes de carbone *C auxquels sont
rattachés ces mémes protons (de 20 a 100 ppm).
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1.25. Relations canoniques entre signatures cérébrales et
hépatiques

L analyse des organes pris individuellement a permis d’obtenir un certain nombre de
renseignements concernant les perturbations métaboliques, mais un des intéréts propres a la
métabonomique est la capacité a confronter deux jeux de données, de matrices biologiques
différentes, mais issues des mémes individus. Cette mise en paralléle a été obtenue grace a
une analyse canonique ou analyse PLS2 (Partial Least Square). Aprés correction des
données pour éliminer un effet bloc, une corrélation significative a été révélée entre les deux
premieres composantes de I’analyse PLS2 réalisées entre les données métabolomiques
d’extraits hydrosolubles de foie et de cerveau (Figure 11.21). Elle a permis aussi de visualiser
une opposition nette entre les sexes et entre les traitements. Un point important a souligner est
la relation étroite révélée entre le scyllo-inositol, présent dans le cerveau (fleche 1) et dans
le foie (fleche 2) des animaux ayant regu le régime a base d’Hypochceris radicata. Pour le
myo-inositol, les résultats sont moins clairs car il apparait, certes, projeté de fagon anti-
correlée au scyllo-inositol dans le cerveau mais pas dans le foie. Ceci pourrait s’expliquer par
la plus grande part de variance explicitée par le facteur sexe dans ce dernier organe, comme
les inerties relatives déja mentionnées précédemment en ont déja fait part. En effet, les
variables explicatives dans le cerveau se séparent plus en fonction du régime (axe 2), celles

dans le foie, plus en fonction du sexe (axe 1).
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Figure 11.21 : Biplot réalisé sur les 2 premieres composantes de la PLS2 entre les
métabolomes des extraits hydrosolubles de cerveau et de foie. Les données de signatures
brutes ont subi un prétraitement comme décrit pour les signatures des extraits hépatiques de
souris grace a une ANOVA suivie (foie) ou non (cerveau) par des procédures de correction
OSC. La projection des variables est présentée pour les variables ayant une contribution
supérieure a 0.5 (en gris pour les variables cérébrales, en rose pour les variables hépatiques).
On peut noter que la majeure partie des variables emmagasinant I’information se répartit en
fonction du sexe pour le foie, en fonction du régime pour le cerveau. La variable cérébrale
nommée B3.34 (fleche 1) et la variable hépatique correspondante nommée L3.34 (fleche 2)
correspondent au scyllo-inositol, détecté a 6 = 3,34 ppm. La variable cérébrale nommée B3.60
(fleche 3) et la variable hépatique correspondante nommée L3.60 (fleche 4) correspondent au
myo-inositol détecté a 6 = 3,60 ppm.

1.2.6. Perturbations métaboliques plasmatiques

Le nombre de variables répertoriées est de 911 pour un pas d’intégration de 0,01 ppm.

Une séparation des données RMN obtenues chez les males et les femelles a permis de
mieux observer la séparation des lots. Sur I’AFD réalisée a partir des 15 premieres variables
filtrées issues des données RMN des plasmas des souris males (Figure 11.22), une bonne
ségrégation des doses est visible apres projection sur I’axe 1 (36,8% d’inertie expliquée) avec
comme variable majoritairement impliquée dans celui-ci (rang 1), la variable V627,

correspondant au scyllo-inositol.
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Figure 11.22 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante réalisée a
partir des 15 premiéres variables issues de I’analyse RMN du 'H & 600 MHz des plasmas
des souris males. Malgré le fait que deux groupes soient placés de facon inexpliquée (MH3a
et MTc), la figure montre une ségrégation des lots en fonction de la dose suivant la projection
sur I’axe 1 et en fonction de la date d’abattage suivant la projection sur I’axe 2.

Ces résultats obtenus par étude métabonomique montrent I’ampleur relative de la
réponse au niveau du cerveau a la suite de I’ingestion d’Hypochceris radicata. Il est
apparu comme fondamental de conforter ces résultats par une autre approche, en particulier en
mettant a jour d’autres biomarqueurs de la perturbation cérébrale. L’approche choisie a été

I’IRM ou Imagerie par Résonance Magnétique.
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2.  Approche par IRM
2.1.  Etudes pilotes
2.1.1. Etude de faisabilité sur des cerveaux fixés ex vivo

Dans le but de s’affranchir des contraintes liées a I’étude in vivo, une premiére
expérimentation sur cerveaux fixés au paraformaldéhyde a été réalisée. Cependant, les images
spectroscopiques obtenues n’ont pas permis de bien identifier les différentes structures

cérébrales (Figure 11.23).

Falierl  CO-3065 (LD-563) T T DT TR (TR e s Y | Inags - 100

Figure 11.23 : Images obtenues en spectroscopie localisée sur des cerveaux fixés ex vivo et
analyses par la méthode TurboRARE T2 (coupes axiales).

De plus, apres un essai de positionnement des voxels sur la région thalamique,
I’acquisition a confirmé que les spectres engendrés n’étaient pas exploitables car ils ne
rendaient pas compte de la totalité des métabolites présents physiologiquement au sein des

structures cérébrales (Figure 11.24).
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Figure 11.24 : Exemple de spectre obtenu (6 0-10 ppm) par séquence PRESS sur cerveau
fixé ex vivo.

De ce fait, la possibilité d’utiliser une telle méthode pour analyser ultérieurement des
cerveaux, sans la contrainte du maintien des grandes fonctions vitales de I’animal dans

I’aimant, a été rejetée.

2.1.2. Etude de faisabilité in vivo sur animaux nourris avec 9%
d’Hypochceris radicata

A partir d’une série d’images de repérage balayant la totalité du cerveau de souris, les
principales structures cérébrales telles que le thalamus, le cortex, les ventricules, le striatum et

I’hippocampe ont pu étre identifiées (Figure 11.25).

i
10

Figure 11.25 : Parameétres d’acquisition de I’image et coupe axiale du cerveau permettant
de visualiser les principales structures nerveuses telles le thalamus, le cortex, les
ventricules, le corps calleux.
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N’ayant pas d’a priori sur la localisation préférentielle du métabolite scyllo-inositol et
au vu de I’impossibilité d’acceder a I’ensemble du cerveau a I’aide de la séquence PRESS, il a
été décidé de focaliser I’analyse par spectroscopie par résonance magnétique sur des voxels
centrés sur 2 régions encéphaliques spécifiques au niveau du lobe pariétal : le thalamus et le
cortex, ces deux régions permettant d’accéder et de rendre compte du profil métabolique
intrinséque a la substance blanche et a la substance grise, respectivement (Figure 11.26).

b

Figure 11.26 : Localisation des voxels au niveau (a) du thalamus et (b) du cortex sur des
coupes axiales d’encéphales de souris.

Les conclusions issues de I’observation des spectres métaboliques acquis a partir des
voxels centrés sur le thalamus et sur le cortex des animaux témoins et des animaux traités

peuvent se résumer ainsi :

1. Du scyllo-inositol est présent en quantité plus importante au sein du thalamus des
individus nourris avec 9% d’Hypochoeris radicata que chez les individus témoins
(Figure 11.27).

2. La présence du scyllo-inositol est proportionnellement plus importante dans le
thalamus des individus traités par rapport au cortex de ces mémes individus
(Figure 11.28).
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Figure 11.27 : Spectres (6 1,0-4,0 ppm) issus des voxels (3*3*3 mm) centrés sur la région
cérébrale du thalamus a) chez une souris traitée avec 9% d’Hypochceris radicata et b) chez
une souris témoin. Un pic de scyllo-inositol plus marqué chez I’individu soumis au régime a
base d’Hypochceris radicata par rapport a I’individu témoin peut étre noté.

Glucose (GIx), créatine (Cr), créatine totale (tCr), N-acétyl-aspartate (Naa), lactate (Lact),
choline et ses dérivés (tCho), glutamate (Glu), glutamine (GIn), macromolécules (Macro
mol), taurine (Tau).
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Figure 11.28 : Comparaison de spectres issus de I’analyse de voxels (2*1,2*1,7 mm)
localisés au sein du thalamus et du cortex chez un individu recevant une dose de 9%
d’Hypocheeris radicata dans I’aliment. Le pic correspondant au scyllo-inositol, a 6 = 3,36
ppm est plus conséquent au sein du thalamus que du cortex.
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2.2.  Exploration par spectroscopie localisée des encéphales de souris
in vivo apres traitement par 9% d’Hypochceris radicata

L’étude pilote ayant révélé la faisabilité et I’intérét d’une spectroscopie localisée in
vivo, une expérimentation sur 12 jours a été menée avec la distribution d’une dose de 9%

d’Hypochceris radicata et 12 souris, 6 témoins et 6 ingérant la plante.

Pour chaque souris, deux mesures ont été réalisees sur 2 coupes différentes (Figure

11.29) positionnées au niveau du thalamus, plus apte a révéler des perturbations que le cortex.
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Figure 11.29 : Images spectroscopiques de deux coupes consecutives sur un animal
recevant un régime contenant 9% d’Hypochceeris radicata, précisant la localisation des
voxels centrés sur le thalamus et les spectres correspondants a chaque acquisition.

Cette analyse a permis de mettre en évidence une augmentation de scyllo-inositol sur
les spectres des individus soumis au régime contenant 9% d’Hypochceris radicata (Figure
11.30) a I’inverse des individus témoins (Figure 11.31). La sommation des spectres sur

I’ensemble des individus a permis d’objectiver le résultat (Figure 11.32).
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En ce qui concerne le traitement des données mono voxel, 2 types d’intégration ont été
réalisées a I’aide de deux logiciels: I'une par jmrui® et l'autre par peakfit®. La
quantification absolue des pics de scyllo-inositol n’a pas été possible méme en mono voxel, la
concentration du scyllo-inositol étant trop faible par rapport au bruit de fond. Les premiers
résultats ont montré que I’intégration obtenue grace au logiciel peakfit® a semblé plus
cohérente que celle obtenue avec le logiciel jmrui®, pourtant habituellement utilisé. En effet,
avec ce dernier logiciel, les teneurs relatives des métabolites, obtenues chez les animaux
témoins, n’apparaissent pas dans les intervalles de référence. Cela a confirmé la différence
observée de visu sur les spectres entre souris témoins et traitées. L’intensité de chaque pic a

été exprimee en % de I’ensemble intégré dans peakfit®.
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Figure 11.30 : Spectres obtenus sur des encéphales de souris ayant recu un régime avec 9%
d’Hypochceris radicata. On peut noter la présence de scyllo-inositol chez toutes les souris.
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Figure 11.31 : Spectres obtenus sur des encéphales de souris témoins. Le pic de scyllo-
inositol n’est pas visible chez les individus témoins.
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Figure 11.32 : Spectres obtenus apres avoir sommé la totalité des spectres des souris traitées
(en rouge) ainsi que des souris témoins (en bleu). La différence par comparaison des deux
spectres apparait nettement a 6 = 3,34 ppm.

Les analyses de variance réalisées sur I’ensemble des métabolites répertoriés et

identifiés n’ont donné de résultat significatifs que pour le scyllo-inositol (p = 0,0013).

3. Analyses canoniques IRM/métabonomique

Les analyses précédentes ont permis, par deux approches différentes de trouver de
facon récurrente un biomarqueur d’intérét dans le systéeme nerveux central : le scyllo-
inositol. Afin de confirmer la relation existante entre la signature meétabonomique de I’extrait
hydrosoluble de cerveau et les observations faites par imagerie par résonance magnétique, et
afin de mettre en évidence d’éventuels biomarqueurs supplémentaires, une analyse

canonique a été réalisée entre ces deux jeux de données pour les 12 individus ayant été
étudiés in vivo en IRM.

Les spectres ont subi une phase de prétraitement. Ainsi, les données brutes d’extraits
cérébraux, analysés en RMN du *H, ont subi une correction OSC qui a permis de rejeter
49,6% de la variance métabolomique initiale puis, une analyse PLS. Les 14 métabolites
cérébraux quantifies a partir des données brutes issues de I’analyse IRM in vivo, ont subi
préalablement, une transformation sin(Np) pour chaque variable afin d’obtenir une
homoscédasticité satisfaisante. Puis les données ont été corrigées par OSC, ce qui a permis
d’écarter 55,6% de la variance initiale, qui ne pouvait étre expliquée par le facteur traitement
puis ont été analysées par régression PLS.
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Cette analyse canonique réalisée a partir de I’analyse PLS2 entre ces données
corrigées a permis de dresser le graphe suivant (Figure 11.33) dans lequel la variable désignée
par B3.34 correspondant au scyllo-inositol est retrouvée projetée dans le périmétre des
animaux traités. Certaines précisions supplémentaires sont apparues : les teneurs en N-acétyl-
aspartate ainsi qu’en choline et lactate apparaissent augmentées aprés ingestion
d’Hypocheeris radicata, contrairement au glutamate et a la glutamine.
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Figure 11.33 : Graphe de I’analyse de régression canonique basée sur une PLS2 entre le
jeu de données des métabolites cérébraux obtenus en IRM et les signatures RMN du *H sur
des extraits hydrosolubles de cerveau, les deux jeux de données provenant des 12 animaux
observés en IRM. Les meétabolites en caracteres rouges sont les métabolites dont les pics ont
été observés en imagerie in vivo. Les croix grises correspondent aux variables issues de
I’analyse RMN du *H sur extraits de cerveau. La projection des variables est présentée pour
les variables métabonomiques ayant une contribution supérieure a 0,5 (cercle bleu clair) ou au
dessus de 0,75 (cercle vert clair). Les ellipses mauves et bleu foncé correspondent
respectivement aux individus témoins et aux individus soumis au régime a base de 9%
d’Hypocheeris radicata, étudiés in vivo. Les principales variables ayant une corrélation
positive avec le traitement a Hypochceris radicata sont le scyllo-inositol (s-Ins), le N-acétyl-
aspartate, le lactate et la choline. Les variables ayant une corrélation négative avec le
traitement & Hypocheeris radicata sont le glutamate (Glu.2, 2" déplacement chimique) et la
glutamine (GIn.2, 2" déplacement chimique). Les variables issues de I’analyse par imagerie
par résonance magneétique qui ne sont pas informatives comme le myo-inositol (m-Ins.1 et m-
Ins.2), le glutamate, (Glu.1, 1% déplacement chimique), la glutamine, (GIn.1, 1* déplacement
chimique), le GABA, la taurine ainsi qu’un métabolite non identifié (Unk.1) sont projetés au
centre du graphique.
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C. Discussion

Cette partie du travail de these constitue une étape primordiale a I’établissement des
biomarqueurs d’intérét. En effet, il est nécessaire de rappeler que I’objectif n’était pas de
reproduire la maladie chez une espéce animale de laboratoire mais uniqguement d’obtenir des
renseignements d’ordre métabolique permettant de circonscrire I’impact d’un processus
toxicologique au sein d’un organisme animal. Cette démarche, certes novatrice et
inhabituelle, est ici largement justifiée par le faible nombre d’éléments cliniques & notre
disposition, I’incapacité a réaliser des études de toxicologie classique et I’impossibilité de
travailler expérimentalement sur I’espece sensible. L’utilisation de deux méthodes d’approche
performantes, conjointes et complémentaires, la métabonomique et I’imagerie par résonance
magnétique, ont permis, a la fois, d’accéder aux modifications des profils métaboliques,
grace a la premiére, puis de valider, renforcer I’interprétation et un complément
d’information sur les biomarqueurs d’intoxication, grace a la seconde. Ce choix s’appuie sur
I’aptitude de la métabonomique & visualiser des changements au sein d’un organisme, aussi
minimes soient-ils, ce qui permet, méme en I’absence de manifestation clinique, d’orienter et
de limiter les futures explorations du processus toxicologique. Il ne s’agit pas d’une technique
mais bien d’une méthode d’approche permettant, sans a priori sur le mode d’action, sur la
composition chimique d’un ou plusieurs composé(s) toxique(s) et sans forcément travailler
sur un individu réceptif ou sensible, de déceler la réponse « clinique» de I’organisme

uniquement au niveau des disruptions métaboliques.

Ces travaux apparaissent concluants quant a I’utilisation du rat ou de la souris
comme modele d’animaux de laboratoire pour révéler des perturbations métaboliques
ténues mais univoques. Afin de pouvoir augmenter les doses de végétal incorporé dans
I’aliment pour renforcer les résultats obtenus chez le rat, I’expérimentation sur souris a pu étre
menée. Si on considere ces deux expérimentations conjointement, les résultats montrent que :
i) la souris et le rat peuvent étre considérés comme des animaux modeles des disruptions
métaboliques induites par I’ingestion d’Hypocheeris radicata, ii) I’ingestion d’Hypochceris
radicata entraine une réponse dose-dépendante, visible au niveau des urines, du foie et
amplifiée dans le cerveau, iii) le métabolite majoritairement impliqué dans ces disruptions
métaboliques est le scyllo-inositol, iv) I'imagerie in vivo confirme la présence de scyllo-

inositol dans le cerveau des souris recevant une dose de 9% d’Hypochceris radicata.
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Cependant, aprés ces premiers éléments de réponse, une question légitime se pose :
comment distinguer une réponse adaptative de I’organisme animal a la suite d’un changement
alimentaire, de réels désordres métaboliques induits par un toxique présent dans I’aliment ?
En effet, la métabonomique, en étudiant le métabolisme général au niveau de la matrice
urinaire, est apte a déceler des perturbations toxiques mais aussi des modifications de la flore
bactérienne dans le tractus digestif. De telles modifications et adaptations de la flore sont
retrouvées de facon récurrente dans les etudes de métabonomique dans lesquelles des régimes
différents sont testés et ou les augmentations en hippurate, par exemple, sont réguliérement
citées (18,19). La connaissance et la maitrise des facteurs alimentaires est donc un premier
facteur essentiel a prendre en compte lors de I’interprétation de profils métaboliques,
notamment urinaires (20). Le fait d’avoir au préalable réalisé un réajustement nutritionnel
des régimes lorsque la dose d’Hypochceris radicata incorporée était forte (9%) a constitué un
point positif qui devrait étre mis en ceuvre systématiquement lorsque la métabonomique est
utilisée pour des recherches en toxicologie. Ceci est capital pour éviter des confusions de

facteurs et ne pas interpréter des déficits ou exces en nutriments en potentialités subtoxiques.

Une augmentation en hippurate associée a la dose est retrouvée dans les profils
urinaires étudiés chez le rat ou chez la souris. Cependant, les analyses factorielles soulignent
gue cette augmentation est associée a la présence d’un autre biomarqueur, le scyllo-inositol.
Ce dernier est étranger a la matrice urinaire ou tout du moins normalement absent de ce
biofluide, et non décrit lors de changements alimentaires. Sa preésence dans le systeme
nerveux central, les urines, le plasma et le foie et son augmentation dose-dépendante laissent
supposer que ce métabolite constitue la signature spécifique liée a I’ingestion d’Hypochceris
radicata. Les profils métaboliques des animaux ayant ingeré Hypochceris radicata ne sont
donc pas uniquement de simples reflets de changements alimentaires mais bien une
conséquence de perturbations subtoxiques. Si les résultats issus des analyses statistiques
des matrices urinaires ont montré une évolution et une contribution de I’hippurate et du
scyllo-inositol, chacun de ces métabolites n’a pas le méme poids en termes d’interprétation

des perturbations métaboliques.

A ce stade, la difficulté a laguelle nous nous heurtons concerne la provenance du
scyllo-inositol. Ce métabolite est-il biosynthétisé dans I’organisme animal ? Est-ce un
composé issu d’Hypocheeris radicata ou un métabolite formé dans I’organisme animal ? En

effet, dés 1971, Plouvier avait déja mentionné sa large répartition dans les feuilles et les tiges
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vertes feuillées des Composées (21) et des Malvacées (22), et avait émis I’hypothese que du
scyllo-inositol pourrait étre présent dans d’autres organes. Une étude plus récente (2000) a
identifié de nouveau ce composé dans les feuilles et les inflorescences du Chrysanthéme
(23). La concentration de scyllo-inositol pourrait augmenter lors de stress hydrique, car il a
été montré que le métabolisme du myo-inositol et des inositols phosphates est tres souvent
exacerbé lors de réponse au stress (24). Ceci peut étre mis en relation avec les épizooties de

harper qui apparaissent lors d’étés particulierement chauds et secs (3, 25-31).

Cependant, la présence de scyllo-inositol dans la plante peut-elle expliquer
I’augmentation du scyllo-inositol dans I’encéphale des animaux qui en consomment ? Stewart
et al., lors de tests de régimes synthétiques contenant ou non du myo-inositol (125 mg/kg
d’aliment) effectués chez le rat, ont montré que de tels régimes n’entrainaient pas
d’augmentation de la concentration en inositols des tissus nerveux (32,33). Cette conclusion a
été confortée, sur rat et lapin, par Sherman et al.. Ces derniers ont conclu que les myo et
scyllo-inositols alimentaires ne contribuaient pas, de fagcon appréciable, a I’augmentation de la
concentration en inositols des tissus et, ne pouvaient constituer I’unique source de variation en
scyllo-inositol qu’ils observaient (34). De plus, Moore et al. ont souligné que I’augmentation
en myo-inositol dans le cerveau humain aprés en avoir ingéré était limitée dans le temps (35).
Aprés une augmentation deés le quatriéme jour, les concentrations revenaient a des valeurs

physiologiques des le huitieme jour, méme si I’apport de myo-inositol était prolongé.

Dans nos expérimentations, I’augmentation de scyllo-inositol observée chez les souris
ne présente pas de plafond ni de retour a des valeurs initiales méme apres 21 jours, ce qui
suggere que ce résultat n’est pas seulement le reflet d’un état transitoire lié a un changement
alimentaire mais plus probablement la résultante de disruptions métaboliques dans
I’équilibre scyllo-inositol < myo-inositol soulignant ainsi une réelle modification dans les
meécanismes d’homéostasie métabolique ainsi que dans les voies métaboliques des

inositols.

Au stade actuel, nous ne pouvons prétendre répondre a la question de I’origine du
scyllo-inositol, n’ayant pas étudié la composition chimique du vegétal. Mais I’objectif de cette
étape initiale était de renseigner sur la description des disruptions engendrées et non sur

I’origine des disrupteurs.
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Ainsi, sans a priori concernant le(s) tissu(s) cible(s), I’étude des urines et des extraits
hépatiques, qui sont le reflet du métabolisme général, a permis d’avoir une premiére image
des perturbations induites par I’ingestion de Hypocheeris radicata. Clairement établie a partir
du quatriéme jour dans les urines et visualisable par une inflexion dans les orientations
métaboliques, une réponse a I’intoxication a Hypocheeris radicata, similaire quel que soit le
sexe, amplifiée avec la dose a pu étre matérialisée avec une augmentation de la concentration
en scyllo-inositol. Ce premier élément de réponse a permis d’orienter les recherches au niveau
du systeme nerveux central. En effet, ce tissu est le seul, jusqu’a présent, ou le scyllo-

inositol a pu étre recensé.

La capacité et la puissance de la métabonomique a révélé un métabolite spécifique a
I’intoxication, qui, aprés des recherches d’informations dans le domaine des pathologies
comparées, a conduit a mieux circonscrire certaines voies métaboliques pouvant étre

affectées.

En effet, le scyllo-inositol est I’un des 9 stéréoisomeéres d’inositol dont le myo-inositol
(Figure 11.34). A eux deux, ils représentent les principaux inositols présents dans

I’organisme animal, retrouvés et mesurés dans de nombreux tissus (34,36).

2 no - OH

[FE)
=l

Figure 11.34: Structures et nomenclature du myo et du scyllo-inositol. Vues en
configuration « chaise ». Le myo-inositol possede un groupe hydroxyle en position axiale et
5 groupements hydroxyle en position équatoriale. Le scyllo-inositol ne difféere du myo-inositol
que par le groupement hydroxyle 2 en position non pas axiale mais équatoriale. Le moyen
mnémotechnique consiste a visualiser la molécule en trois dimensions sous forme de tortue
chez laquelle la téte (axiale) correspond a la position 2 et la patte avant a la position 1. Le
myo-inositol constitue un des neufs isomeres possibles d’hexahydrocyclohexane et reste
I’isomere le plus abondant dans la nature. Le terme de « cyclitol » peut étre employé en
référence aux 9 isomeres d’inositol pris collectivement.
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Contrairement au scyllo-inositol sur lequel les connaissances sont limitées, le myo-
inositol est relativement bien connu. Il constitue pres de 90% des inositols totaux retrouvés
dans le corps, en majeure partie dans les reins, le foie mais surtout dans le cerveau. Ses réles
sont tres nombreux. Parmi ceux-ci, il intervient dans les processus d’osmorégulation via sa
forme libre (37) mais est aussi sous sa forme phosphorylée, un précurseur fondamental des
inositides et particulierement du phosphatidylinositol, constituant membranaire et second
messager impliqué dans la transduction du signal au niveau des récepteurs neuronaux. Le
scyllo-inositol, second inositol le plus représenté, dériverait, d’apres les données actuelles, du
myo-inositol via le myo-inosose (34,38,39). Il se situe exclusivement au sein des systémes
nerveux périphérique et central. Physiologiquement, il est présent en tres faibles quantités
par rapport aux autres metabolites cérebraux. Ses fonctions physiologiques sont inconnues.
Cependant, une augmentation relative de sa concentration au sein du systéme nerveux est
recensée dans de nombreuses neuropathologies. Ainsi, il a été démontré que ce métabolite
constituait un marqueur cérébral des disruptions métaboliques observées lors d’alcoolisme
chronique (40). De méme, la teneur en scyllo-inositol est augmentée au sein de cerveaux de
patients atteints de la maladie d’Alzheimer (41). Une des différences existantes entre ces
affections et les profils métaboliques des rongeurs étudiés ici réside dans le fait que
I’évolution des concentrations du scyllo-inositol et du myo-inositol va dans le méme sens, les
deux ayant des teneurs augmentées chez les patients malades alors que nos résultats montrent
une anticorrelation. Ceci pourrait rendre compte en fait de certaines différences dans les

processus toxicologiques impliqués.

Il apparait aussi important de souligner que le scyllo et le myo-inositol sont reliés a
I’activité des pompes a sodium et, de ce fait, sont impliqués dans les fonctions de vélocité et
de conduction nerveuse au sein des nerfs périphériques. Il a pu étre mentionné que ces
fonctions peuvent étre altérées en cas de neuropathie diabétique périphérique accompagnée
d’axonopathie distale, touchant majoritairement les axones myélinisés de large diamétre
(42). Or, chez des chevaux atteints de harper, les lésions histologiques montrent une
axonopathie distale périphérique impliquant les fibres nerveuses de large diameétre des

membres postérieurs (4,5,43).

De plus, méme si le scyllo-inositol ressort comme majoritairement impliqué dans le
facteur dose, d’autres métabolites, de contribution relative moindre, sont intéressants a étudier

et interpréter. En considérant les donnees de métabonomique issues des extraits aqueux de
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cerveau (Tableau 11.12), I’inosine apparait comme augmentée. Ce métabolite, intervient via le
relargage d’adénosine pour compenser des dysfonctionnements métaboliques découlant
d’états de stress oxydatif comme I’hypoxie (44), I’ischémie-reperfusion (45) ou
I’inflammation (46), assurant ainsi une certaine préservation de la viabilité cellulaire des
cellules gliales et des neurones. L’élévation en créatine semble aussi étre un signe de
disruptions métaboliques au niveau cerébral (47) et de remaniements concernant les
métabolites cérébraux allant dans le sens d’une activite cellulaire et de transmission neuronale
accrues (48). Les diminutions conjointes d’alanine, valine et glutamate obtenues dans les
extraits de cerveaux de souris ont été également soulignées lors de I’étude de I’effet de
neurotoxique chez le rat (49).

Un des points forts de notre étude a été de pouvoir confronter les resultats des
signatures métaboliques au niveau du cerveau avec des données quantitatives d’imagerie sur
animal vivant. Cette démarche, dont la résultante est matérialisée par le biplot de la Figure
11.33, a permis de conforter la présence inhabituelle de scyllo-inositol au sein de I’encéphale
et de réveler d’autres biomarqueurs de désordres neuronaux engendrés par I’ingestion
d’Hypochceris radicata, comme le N-Aceétyl-Aspartate (NAA), le lactate, la choline et le
complexe glutamate/glutamine. En effet, la signature en fonction de la dose d’Hypochceris
radicata s’accompagnait d’une augmentation en NAA. Cet acide aminé, métabolite essentiel
du systéme nerveux central, présente de trés fortes concentrations au sein du cerveau méme si
ses roles précis y sont encore méconnus (50). Son intérét réside surtout dans le fait que de
nombreuses études ont présenté sa diminution comme un marqueur de pertes neuronales,
ce qui permet méme de mesurer I’état de neurodégénérescence lors de neuropathologies. La
seule pathologie pour laguelle on observe non pas une diminution mais une augmentation de
ce composé est le syndrome de Cavanan, une leucodystrophie rare affectant les jeunes
enfants et qui est due a une mutation de I’enzyme aspartoacyclase qui permet de cliver le
NAA en acétyl et aspartate (51,52). De plus, ce syndrome est associée a une dégéenérescence
spongieuse avec atrophie cérébrale démyélinisante progressive. Ce tableau renvoie aux
données concernant le  harper pour lequel il a été rapporte  des
démyélinisations/remyélinisations segmentaires (43) avec atteinte des nerfs (5) et, dans

quelques cas, des lésions de cavitation et de leucoencéphalomalacie (3).

De plus, I'implication de la balance glutamine/glutamate est encore un élément

supplémentaire confortant la présence de désordres métaboliques neuronaux. En effet, de par
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son role de premier neuromédiateur excitateur, le glutamate est impliqué dans les
dysfonctionnements de transmissions nerveuses et le phénomeéne d’excitotoxicité présents
dans la maladie d’Alzheimer (53-55). Ces modifications dans le cycle glutamine/glutamate
peuvent également souligner certaines disruptions dans la détoxification cellulaire ainsi

gu’un déséquilibre entre cellules gliales et neurones (56,57).

Enfin, I’analyse PLS2 a également fait ressortir que le traitement avec Hypochceris
radicata s’accompagnait d’une augmentation en lactate et en choline. L’intervention du
lactate peut étre a rapprocher de I’augmentation en inosine. En effet, I’altération du
métabolisme énergétique et une diminution de la production d’énergie aérobie au sein des
mitochondries génerent une compensation relative anaérobie grace a la voie de la glycolyse

menant a terme a la production de lactate (58).

L’augmentation de choline signe un état de démyélinisation car ce composé est
habituellement rattaché a la myéline (59) mais également une dégradation membranaire
exacerbée, en tant que composant essentiel des membranes (58). De plus, certains auteurs ont
pu montrer qu’une augmentation en choline pouvait traduire un état pré-lésionnel sans atteinte
concomitante de la gaine de myéline (59) mais juste un état inflammatoire accompagneé de
prolifération de cellules gliales (60), comme cela a pu étre mis en évidence dans la maladie

d’Alzheimer (61,62).

En résumé, tous ces changements métaboliques cérébraux attestent de disruptions
évidentes affectant de facon conjointe les neurones et les cellules gliales et pouvant entrainer
a plus long terme des désordres fonctionnels dans I’homéostasie et I’osmorégulation, dans
le métabolisme énergétique ainsi que dans la transmission nerveuse. Cette premiére étape
qui se devait de mieux circonscrire I’impact toxique potentiel de I’ingestion d’Hypochceris
radicata doit maintenant étre étayée par des données plus précises concernant les éventuelles

fonctions impliquées.

Comme les changements de concentrations en inositols ont pu étre mis en évidence
lors de désordres cognitifs, psychiatriques et comportementaux (41,63,64) tels que la
trisomie 21 ou dans le cerveau et le liquide cérébrospinal de patients suicidaires (65) ou
dépressifs (66), nous avons voulu étudier le comportement des animaux intoxiqués afin

d’obtenir ou non des données pouvant venir étayer les premiers résultats.
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Dans cette optique nous avons décidé d’étudier d’éventuels troubles du
comportement sur modele rongeur, ceci en collaboration avec le Docteur Henri Schroeder et

son équipe spécialisée dans le neurocomportement a I’Université Henri Poincaré a Nancy.

Sans connaitre les effecteurs ou les tissus potentiellement cibles, la réalisation
concomitante et complémentaire de la métabonomique et de I’IRM a permis de remonter a
un biomarqueur de perturbations neuronales et gliales, impliqué dans d’autres

affections nerveuses connues.

C’est la premiére fois a ce jour que la métabonomique est utilisée dans un tel domaine
d’exploration toxicologique. Ces premiers résultats nous ont permis de nous diriger
progressivement vers une prospection plus approfondie du systéme nerveux central qui

semble bien étre un organe-clé dans la compréhension de la pathologie du harper.

Les manifestations cliniques entre maladies, les mécanismes impliqués, les principes
actifs responsables peuvent différer les uns des autres, mais il est indéniable qu’une certaine
communauté de caracteres existe entre les especes mais également entre les affections qui
peuvent étre retrouvées de facon récurrente. Les travaux de métabonomique menés ici se
basent sur le concept d’orthologie. Méme si le métabolisme du rat, de la souris et du cheval
different, les « regles » et conclusions pouvant étre observées chez une espece peuvent étre,
non pas extrapolées, mais réutilisées chez une autre espéce. En nous basant sur cette
hypothése puissante, nous avons contribué a reconsidérer I’approche toxicologique

classique.
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[11. Chapitre 111 : Données de comportement

Introduction

Chez le cheval, la traduction clinique du harper australien est d’ordre neuro-
musculaire et s’accompagne au niveau histopathologique de 1ésions d’axonopathie distale
périphérique, associées a une atrophie musculaire neurogénique au niveau des membres
postérieurs (7-3). Cette atteinte du systeme nerveux périphérique, matérialisée par une
atteinte motrice nous a semblé aussi étre associée a des troubles de comportement.
Cependant, ces derniers n’ont, jusqu’a ce jour, été relatés que de maniére purement
subjective. En effet, I’animal semble présenter de 1’abattement, des sautes d’humeurs, un état
proche de ce qui pourrait s’apparenter a de la dépression chez I’homme. Méme si ces
observations apparaissent non objectivées puisque la prospection du statut comportemental
reste délicate chez le cheval (4) et, méme si la transposition des atteintes comportementales

entre especes doit étre faite avec la plus grande précaution, elles n’en méritent pas moins

d’étre mentionnées.

Jusqu’a ce jour, contrairement aux Iésions périphériques, aucune atteinte du systéme
nerveux central n’a pu étre recensée au niveau histopathologique. Cependant, des travaux
préliminaires, effectués lors du Master, ont suggéré 1’éventuelle implication de 1’ingestion
d’Hypocheeris radicata dans des troubles du systéme nerveux central. L’étude consistait en
une approche histopathologique réalisée sur des rats recevant 1% d’Hypocheeris radicata dans
leur ration. Lors de I’euthanasie des animaux, avant leur sacrifice et autopsie, la perte de
conscience réalisée au Pentobarbital sodique, habituellement obtenue pour une dose de
1 mL/kg, a nécessité de multiplier cette dose par 1,5 pour les femelles ingérant la plante. Cette
simple constatation nous a laissé supposer que 1’ingestion du végétal, chez le cheval, pouvait
éventuellement avoir un impact au niveau du systéme nerveux central, ceci se traduisant par
une élévation de I’excitabilité, voire de I’agressivité chez le rat. Cet état chez le rat ne peut
pas étre qualifié de pathologique car ni symptdme ni 1ésion n’ont pu étre mis en évidence. En
effet, les études macroscopiques et histologiques réalisées au niveau de 1’encéphale, de la
moelle épiniere, du foie, des reins, de I’iléon, des muscles et des nerfs périphériques des
membres postérieurs et antérieurs n’ont pas révélé de l1ésion (travaux en collaboration avec le

Docteur A. Casteignau et le Docteur M. Pumarola de I’Université Autonome de Barcelone).
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Cependant, cette observation doit étre mise en relation avec les études de
métabonomique et d’IRM que nous avons réalisées. En effet, celles-ci ont révélé la présence
et I’augmentation dose-dépendante du scyllo-inositol au sein de la matrice cérébrale, chez
des animaux nourris avec un régime comportant 3 a 9% d’Hypocheris radicata. Or,
I’implication d’un tel métabolite est connu dans certains troubles du comportement et/ou dans
certaines atteintes du systéme nerveux central (5-9). Aussi, il nous a paru nécessaire d’accéder
a ’intégrité de ce dernier en privilégiant les fonctions atteintes plutdt que les métabolites

impliqués chez les animaux consommant le toxique.

Concrétement, I’accessibilité du systéme nerveux central est limitée et réduite. La
métabonomique et I’IRM ont la capacité de révéler des perturbations d’ordre métabolique au
niveau cérébral, sans forcément que cela soit accompagné de troubles fonctionnels. Une autre
approche complémentaire doit permettre d’explorer 1’intégrité des fonctions non décelables
classiquement. Tout comme 1’approche métabonomique, I’exploration comportementale
réalisée ici s’est faite sans a priori sur les zones, structures ou fonctions pouvant étre altérées
ou simplement impliquées. La confirmation de la souris en tant que modele de disruptions
métaboliques nous a permis de reprendre ce méme modele afin d’explorer la composante
comportementale. Cette étude a donc eu pour but d’accéder a 1’intégrité cérébrale en testant
différents registres comportementaux incluant la mémoire, I’anxiété, I’activité et le
comportement social. Une batterie de 8 tests a ainsi été testée sur 24 animaux. Ces tests
peuvent étre classés en 4 catégories : ceux testant les processus d’apprentissage avec plus
globalement la meémorisation temporelle, spatiale (labyrinthe aquatique de Morris,
labyrinthe en Y), ceux révélant un éventuel état d’anxiété (labyrinthe en croix surélevé,
planche a trous), avec le cas spécifique du test de la nage forcée de Porsolt rendant compte du
niveau de résignation ou de motivation, ceux étudiant d’éventuels troubles de I’activité
locomotrice ainsi que de la coordination motrice (Locotronic, Openfield) et enfin un test
plus général, appréhendant différentes facettes des comportements sociaux (Résident-intru).
La réalisation et I’exploitation de tels tests n’étant pas triviale, les travaux ont été réalisés et
supervisés par le Dr Henri Schroeder et son équipe au sein de ’'URAFPA (Unité de
Recherche Animal & Fonctionnalités des Produits Animaux), laboratoire relevant de 1’Institut
National Polytechnique de Lorraine (INPL) et de 1I’Universit¢é Henri Poincaré (UHP), et
associé a I’'INRA (UC340).
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Dans un premier temps, seront exposés un résumé des tests effectués puis les
principaux résultats obtenus. Puis, en établissant un profil comportemental général, nous
tenterons de donner certains éléments de réponse et/ou d’interprétation concernant les
résultats comportementaux obtenus, toujours en confrontant ceux-ci avec les données
précédentes de clinique, de métabonomique et d’imagerie. Le but est de donner et de préciser
certaines hypothéses de voies métaboliques nerveuses pouvant étre impliquées dans

I’intoxication par Hypocheeris radicata.
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A. Matériel et Méthodes
1. Animaux

30 souris méles, de souche C57BL/6J (Harlan, Jackson Lab), agées d’au minimum 8

semaines en début d’expérimentation (18-20 g) ont été utilisées.

Les animaux ont subi une premiere période d’adaptation d’une semaine, durant
laquelle ils ont eu libre acces a I’eau et a 1’aliment conventionnel UAR 210. Ils ont été
maintenus dans un environnement contrdlé, caractérisé par un cycle lumineux artificiel
(12h/12h, jour/nuit, éclairage dés 7h du matin), une humidité relative de 40 + 5% et une
température ambiante de 22 + 2°C. Pendant la phase d’obscurité, la salle d’hébergement des
animaux a ¢été éclairée avec une lumiére rouge de faible intensité, non percue par les souris et

ne perturbant pas le cycle veille/sommeil des animaux.

Les animaux ont été répartis aléatoirement en 10 lots de 3 animaux, en fonction du

régime et de la finalité (Tableau I11.1) :
Les lots A, B, C, D et I correspondaient a la série 1, les lots E, F, G, H et J, a la série 2.

» Leslots A, C, E et G sont des lots témoins et les animaux ont été nourris uniquement
avec de I’aliment UAR 210 en poudre, a hauteur de 5 g/animal/jour.

» Les lots B, D, F et H correspondent aux lots testant 1’ingestion d’Hypochceris
radicata et nourris avec un mélange d’aliment UAR 210 et de 9% poudre
d’inflorescence d 'Hypocheeris radicata, a hauteur de 5 g/animal/jour.

> Les lots | et J constituent des lots contenant les résidents pour le test du « résident-
intrus » et nourris uniquement avec de I’aliment UAR 210 en poudre, a hauteur de 5

g/animal/jour.

Au sein de chaque cage, les souris ont été identifiées par un systéme de code de points
: 1 point, 2 points ou absence de marque, le tout ayant été réalisé au feutre indélébile noir sur

la partie proximale de la queue.
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Tableau I11.1 : Répartition des animaux au sein des lots en fonction du traitement : Témoin
ou 9% d’Hypochceris radicata (HR), du numéro de cage (A-J), de I’appartenance a une
série et donc a la date de passage.

Idennﬁant N° cage A e N°série | Traitement
souris dans la cage
A0 A 0 Série 1 Témoin
Al A 1 Série 1 Témoin
A2 A 2 Série 1 Témoin
BO B 0 Série 1 HR 9%
B1 B 1 Série 1 HR 9%
B2 B 2 Série 1 HR 9%
Co C 0 Série 1 Témoin
C1 C 1 Série 1 Témoin
C2 C 2 Série 1 Témoin
DO D 0 Série 1 HR 9%
D1 D 1 Série 1 HR 9%
D2 D 2 Série 1 HR 9%
EO E 0 Série 2 Témoin
El E 1 Série 2 Témoin
E2 E 2 Série 2 Témoin
FO F 0 Série 2 HR 9%
F1 F 1 Série 2 HR 9%
F2 r 2 Série 2 HR 9%
GO G 0 Série 2 Témoin
Gl G 1 Série 2 Témoin
G2 G 2 Série 2 Témoin
HO H 0 Série 2 HR 9%
H1 H 1 Série 2 HR 9%
H2 H 2 Série 2 HR 9%
10 I 0 Série 1 Résident
I1 I 1 Série 1 Résident
12 | 2 Série 1 Résident
JO J 0 Série 2 Résident
J1 J 1 Série 2 Résident
J2 J 2 Série 2 Résident

2. Expérimentation

Aprés la période d’adaptation, les différents régimes ont été distribués durant 3
semaines. Chaque souris a regu, par voie orale, 5 g d’aliment par jour, soit 15 g par jour et par
lot de 3 souris a heure réguliere dans des gamelles. Les animaux ont été pesés a heure fixe

quotidiennement.
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Au bout de 21 jours de consommation des régimes contenant ou non Hypocheeris
radicata, les souris ont été soumises a une batterie de tests comportementaux s’échelonnant
sur 1 semaine environ et répartis en 2 séries (Tableau I1I.2). Cette répartition dans deux séries
permet de prendre en considération 1’ordre de passage des animaux au cours des tests et de ne

pas faire intervenir ce facteur dans les résultats statistiques.

Tableau 111.2 : Calendrier résumant les dates de passage des souris dans les différents tests
en fonction des numeros de séries

Piscine g 2
[ TR . Testde | Labyrinthe | Planche Résidents/
Test : | Locotronic de Openfield
Croix Suréleve T Tasats Porsolt enY a trous Intrus
Série 1 3/07 3/07 3/07 4/07 4/07 4/07 5/07 5/07
Série 2 4/07 4/07 4/07 5/07 5/07 5/07 6/07 6/07

Aprés la réalisation des tests de comportement, les souris ont été sacrifiées par
exsanguination puis leur cerveau a été prélevé, plongé immédiatement dans ’azote liquide

puis conservé a -80°C.

3.  Exploration comportementale

Les tests comportementaux avaient pour but d’attester plus spécifiquement de
I’intégrit¢ d’un certain nombre de fonctions comportementales. Parmi les tests réalisés et
présentés ci-dessous, certains rendent compte de manifestations comportementales
appartenant a différents registres. Afin de simplifier la présentation des résultats des tests
effectués, ceux-ci seront classés en fonctions des principales fonctions qu’ils permettent

d’¢étudier, les autres performances testées étant éventuellement précisées, le cas échéant.

De fagon générale, le comportement des animaux a été filmé grace a une installation
vidéo appropriée et les variables comportementales quantifiées par le méme opérateur pour
chaque test de maniére a éviter toute variabilité inter-opérateur. Seul le test du Locotronic®
n’a pas nécessit¢ de filmer la séance, les résultats étant obtenus via le logiciel qui pilote
I’appareil. Le but étant de limiter au maximum la présence de 1’opérateur, ce dernier est

absent lors du déroulement des tests.

144




Chapitre 111 Données de comportement

3.1. Tests comportementaux révélant d’éventuels troubles
locomoteurs

Les tests décris ci-dessous permettent d’accéder a ’activité locomotrice au sens large :
le Locotronic® permet de mesurer et détecter d’éventuelles perturbations de la coordination

motrice, I’openfield décrit le comportement exploratoire et I’activité des animaux.

3.1.1. Locotronic®

a. Dispositif

L’appareil (Locotronic®, Inteli-Bio, France) est constitué¢ d’une boite d’entrée (10 cm
x 5 cm x 20 cm, aux parois en plastique blanc, illuminée par une lumiére froide blanche), d’un
couloir (75 cm x 5 cm x 20 cm) et d’une boite d’arrivée (10 cm x 5 cm x 20 cm, aux parois en
plastique noir). Le sol du couloir est constitué¢ de barreaux de 3 mm de diamétre et espacés de
7 mm (Figure II1.1). Au dessus et au dessous de chaque barreau, sont positionnés 3 détecteurs
infrarouges. Ces derniers sont enregistrés 100 fois par seconde afin de répertorier la position,

le nombre et la durée des faux pas de I’animal.
b. Principe

Ce dispositif a pour but de déceler d’éventuels troubles de la coordination motrice
en observant les modalités de traversée de 1’animal sur une échelle a barreaux. La réalisation
de 2 tests successifs permet également de mesurer 1’intégrité de la capacité d’apprentissage

au plan moteur et de détecter d’éventuels troubles liés a 1’ingestion de la plante.
c. Méthode

Une fois I’animal positionné dans la boite d’entrée fermée, I’enregistrement est lancé.
La souris est stimulée par une diode luminescente. Le test commence lorsque la souris a
touché le premier barreau et prend fin lorsqu’elle a atteint le dernier barreau. Deux essais sont
réalisés par souris. Les parameétres enregistrés par le logiciel sont le nombre total d’erreurs,
des pattes avant, des pattes arriére, de la queue ainsi que leurs temps respectifs et la durée
totale de la traversée de 1’animal. Une erreur est enregistrée lorsqu’une patte ne parvient pas a

saisir un barreau, ce qui ameéne I’animal a chuter et a passer la patte entre les barreaux.
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Figure I111.1 : Photo illustrant I’appareil Locotronic®, avec un rat.

3.1.2. Openfield

a. Dispositif

Le dispositif correspond a un espace circulaire, caractérisé¢ par un plancher en bois de
48 cm de diamétre et des parois en bois opaques de 30 cm de hauteur. Le disque constituant le
plancher est divisé, par 2 cercles concentriques et équidistants (le plus petit de 16 cm de
diamétre, le plus grand de 32 cm de diameétre), en 3 zones. Ces dernicres, ainsi délimitées,
sont, elles-mémes, subdivisées en cases. Le disque intérieur comprend ainsi 4 cases, la

couronne intermédiaire, 12 cases et la couronne extérieure, 20 cases (Figure I11.2).
b. Principe

A Dorigine, I’openfield était un test classique permettant d’observer I’anxiété non
pathologique des animaux (70) et d’étudier les réponses émotionnelles, le test consistant a
confronter 1’animal a un environnement qu’il ne connait pas, et dont la fuite est rendue
impossible par la présence de parois sur la périphérie. Dans un tel environnement, les

rongeurs privilégient spontanément l’environnement sécurisé¢, a savoir la périphérie de

I’appareil, protégée par les parois, a la zone centrale éclairée et ouverte.
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Cependant, son inaptitude a détecter certains anxiolytiques et la possibilité
d’introduction de nombreux biais font que dans cette étude, 1’openfield n’a été utilisé que
pour tester I’activité exploratoire. Le nombre total de cases traversées, leur localisation dans
les différentes zones et le temps passé dans celles-ci sont des indicateurs du comportement
exploratoire dans un nouvel environnement, de I’activité¢ générale et d’une aversion ou non

pour les zones découvertes (zones intermédiaires et centrales).

Figure 111.2 : Dispositif d’openfield, vue de dessus. La surface est subdivisée en 3 couronnes
et 36 cases. L ensemble est entouré par une paroi de 30 cm de hauteur.

c. Meéthode

Avant chaque test, le plancher du dispositif est soigneusement nettoyé¢ a I’aide
d’éthanol a 20% afin de supprimer d’éventuels messages olfactifs du congénére précédent.
L’animal est positionné au départ au centre de I’openfield. Le comportement de la souris est
enregistré et étudié¢ durant 5 minutes. Le nombre total de cases traversées au sein de chaque
zone (centrale, intermédiaire et extérieure) ainsi que les temps et les pourcentages respectifs

passés au sein de chaque zone sont notés plus particulierement. Un caméscope est positionné
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au dessus du dispositif pour enregistrer le test. La souris est considérée comme entrée dans

une zone, lorsque ses 4 pattes sont positionnées dans cette zone.

3.2. Tests comportementaux révélateurs de I’état d’anxiété et de
dépression

Les tests qui suivent permettent d’accéder aux degrés d’anxiété ou de résignation des
animaux. Les tests du labyrinthe en croix surélevé et de la planche a trous mettent en évidence
des types d’anxiétés spécifiques révélées par le caractere exploratoire des animaux. Le test du
Porsolt rend compte du degré de résignation des animaux face a une situation a laquelle ils ne
peuvent pas échapper, lui-méme étant considéré comme reli¢ a I’état de « dépression » de
I’individu.

3.2.1. Labyrinthe en croix surélevée
a. Dispositif

Le labyrinthe en croix surélevé consiste en 2 branches ouvertes (5 cm x 25 cm) et 2

branches fermées (5 cm x 25 cm x 20 cm) qui s’étendent autour d’une zone centrale (5 cm x 5

cm). La configuration globale est celle du signe « plus » (Figure II1.3). Le labyrinthe se situe

a 22 cm au dessus du sol.

Figure 111.3 : Labyrinthe en croix surélevé, vue de profil (& gauche) et vue de dessus (a
droite). Le dispositif présente deux branches fermées par des parois en bois et deux branches
ouvertes, I’ensemble, vue de dessus, représentant une croix. Le tout est positionné en hauteur,
a environ 22 cm au dessus du sol.
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b. Principe

Le labyrinthe en croix surélevé, mis au point en 1984 par Handley et Mithany, exploite
la méfiance innée des rongeurs pour les espaces ouverts lors d’exploration d’un
environnement nouveau (/7). Ce test combine le caractere aversif d’un espace nouveau
surtout lorsqu’il est ouvert et lumineux et 1’anxiété que génére la hauteur du dispositif au
niveau de cet espace non sécurisé que sont les branches ouvertes. L’animal se trouve dans une
situation conflictuelle car il a le choix entre explorer une zone potentiellement dangereuse
(branches ouvertes, compartiment lumineux) ou rester dans une zone sdre (branches fermées,
compartiment noir). Plus 1’animal est anxieux, moins il passe de temps dans les espaces

ouverts.
c. Méthode

Avant chaque essai, le dispositif est précautionneusement nettoyé a 1’aide d’éthanol a
20%, afin de supprimer toute trace dont la persistance d’odeurs qui pourraient perturber le
comportement de ’animal suivant. Au départ, [’animal est positionné au centre du labyrinthe,
face a une branche ouverte. Dés lors, il peut explorer librement le labyrinthe durant 5 minutes.
Le nombre d’entrées dans les branches ouvertes et les branches fermées ainsi que le temps
passé dans les différentes zones du labyrinthe sont comptabilisés. L’animal est considéré

comme entré dans une zone lorsque ses 4 pattes y sont positionnées.

3.2.2. Test de Porsolt ou test de la nage forcée

a. Dispositif

Le dispositif consiste en un cylindre en plexiglas transparent de 20 cm de hauteur et 10
cm de diameétre. Le cylindre est rempli d’eau, de telle manic€re a ce qu’une souris plongée a

I’intérieur ne puisse pas toucher le fond du dispositif (Figure I11.4).
b. Principe

Ce test permet de mesurer le degré d’état de « dépression » ou plus précisément de
I’état de résignation ou de motivation de I’animal via la durée d’immobilité mesurée. En
effet, la diminution de cette derniére peut rendre compte d’un effet similaire a celui observé
aprés I’administration d’antidépresseurs : moins 1’animal est résigné, plus il aura tendance a

lutter, diminuant d’autant plus sa durée d’immobilité.
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Figure 111.4 : Dispositif utilise lors du test de Porsolt ou test de la nage forcée. La souris lutte

(a droite) durant une durée proportionnelle a son état psychique puis abandonne et reste immobile

(a gauche).

Le terme de « dépression », emprunté au vocabulaire de médecine humaine est a

utiliser avec précaution au niveau de ce test.
c. Meéthode

Le test de la nage forcée a été décrit pour la premicre fois par Porsolt en 1977 (12) qui
lui a ainsi laissé son nom. Il s’agit du test le plus largement utilis¢ chez les rongeurs, dans le
but d’étudier le phénomene de « dépression ». L’animal est placé dans le cylindre et ses
réactions sont enregistrées durant 10 minutes. Apres un certain temps de nage, il abandonne et
se laisse flotter. Lors du dépouillement du test, sont notés la latence de la premicre
immobilité, la durée totale d’immobilité et de mobilité ainsi que les pourcentages respectifs

correspondants a ces deux derniers paramétres.
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3.2.3. Planche a trous

a. Dispositif

L’appareil consiste en une planche en bois de 36 x 36 cm (0,5 cm d’épaisseur), située
a 80 cm du sol, dans laquelle sont percés 16 trous (diametres de 2,5 cm), €équidistants les uns
des autres et a 3,5 cm des bords. Peuvent étre ainsi distingués les 12 trous extérieurs et les 4

trous intérieurs (Figure I11.5).

Figure I111.5 : Dispositif de la planche a trou. La planche est surélevée a 80 cm au dessus du
sol. Chaque fois que la souris introduit la téte et les épaules dans un trou ou a I’extérieur de la
planche, un « head dipping » est comptabilisé.

b. Principe

Le test de la planche a trous permet de mettre en évidence les comportements

exploratoires et relatifs a I’anxiété (13).
c. Méthode

L’animal est positionné au départ sur la planche a trou en son centre et laissé libre
d’explorer le dispositif pendant 5 minutes. Le comportement de I’animal est filmé et sont
mesurés le nombre total de head-dippings dans les trous ou a I’extérieur de la planche, le
nombre de trous visités dans les couronnes intérieures et extérieures de la planche. On estime

que la souris réalise un head-dipping lorsqu’elle introduit ou penche sa téte jusqu’aux épaules
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dans le trou ou sous le plan horizontal formé par la planche. Le nombre d’étirements (ou la

souris tend la partie supérieure de son corps sans bouger ses postérieurs) est également noté.

3.3. Tests comportementaux sur la mémorisation spatiale et/ou
temporelle

Les deux tests qui suivent permettent d’accéder a 1’intégrit¢ de la capacité mnésique

de ’animal.

3.3.1. Piscine de Morris (labyrinthe aquatique de Morris)

a. Dispositif

Le labyrinthe est une piscine circulaire de 60 cm de diamétre et de 27 cm de hauteur,
en plastique, avec les parois recouvertes de plastique noir. Une plateforme permettant a
I’animal, lorsqu’il la trouve de sortir de 1’eau, est immergée juste sous la surface de ’eau en
un point du labyrinthe. Une croix, servant de repére et située au dessus d’une pierre ou plate-
forme, est dessinée sur une paroi. Le bassin est rempli avec de I’eau chauffée a 32°C et
colorée avec du lait pour éviter que 1’animal puisse repérer visuellement la plateforme (Figure

11L6).

Figure 111.6 : Photo du dispositif de la piscine de Morris ou labyrinthe aquatique de
Morris.
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b. Principe

Il s’agit d’un test d’apprentissage et de mémorisation spatiale. La réalisation de 5
tests successifs dans des conditions strictement identiques permet de mettre en place la
courbe d’apprentissage propre a chaque animal. L’utilisation d’un repére visuel lors des
tests permet a 1’animal d’avoir un repére a l’intérieur du labyrinthe qui lui permet de

s’orienter.
c. Méthode

Au début, la souris est positionnée dans 1’eau, a I’opposé du repére et de la plate-
forme. La durée au bout de laquelle la souris atteint la plate-forme est chronométrée, ceci
marquant la fin du test. 5 tests successifs sont réalisés. Lors du sixiéme test, la plateforme est
retirée et le comportement de la souris est enregistré durant 5 minutes. Le nombre d’entrées
dans le quart supérieur de I’écran qui contenait la plate-forme ainsi que le temps passé

dans cette zone sont comptabilisés.

Un comportement inhabituel de certaines souris a pu étre mis en évidence dans ce
test : ces animaux, contrairement a la majorité qui présentaient une nage fluide, homogeéne et
rapide, se déplacaient plus lentement, avec difficulté, de fagon hétérogéne et semblant
s’enfoncer dans I’eau puis refaire surface. Ceci a amené a quantifier un nouveau parametre
dans le dernier test, correspondant au nombre d’«a-coups» visualisables, lors du

déplacement de la souris dans I’ensemble de la piscine.

3.3.2. Labyrintheen « Y »
a. Dispositif
Le labyrinthe est une croix a trois branches en bois noir, identifiées A, B et C,
mesurant 39 cm de long et entourées de parois de 20 cm de hauteur. Les extrémités, au niveau

distal, mesurent 9,5 cm de large et au niveau proximal ou central, 3 cm de large. Les 3

branches se réunissent en un triangle central de 3 x 3 x 3 cm (Figure I11.7).
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b. Principe

Le Labyrinthe en « Y » permet d’évaluer la mémoire et la capacité d’apprentissage

de I’animal et rend compte également de 1’activité de celui-ci.

Figure 111.7 : Photo du dispositif du labyrinthe en Y, vue de dessus. Le dispositif est en bois,
les trois branches entourées de parois de 20 cm de haut sont resserrées au niveau ou elles se
rejoignent.

c. Meéthode

L’animal est positionné dans la branche A du labyrinthe et son comportement est
enregistré durant 10 minutes. Les différentes branches visitées successivement puis le nombre
de triplets « corrects », le nombre de triplets « incorrects », leurs pourcentages respectifs sur
le nombre total, le temps passé dans chaque branche sur I’ensemble du test puis par minute

sont notés.
Des exemples de triplets corrects sont : ABC ; ACB ; BCA; CBA ; ...
Des exemples de triplets incorrects sont : AAB ; BCB; ACC;BBB; .....
Le dépouillement du labyrinthe en Y nécessite de distinguer plusieurs types d’activités :

La capacité de mémorisation des animaux est révélée par le pourcentage

d’alternance. Le pourcentage d’alternance est calculé a partir du ratio du nombre de triplets

154



Chapitre 111 Données de comportement

corrects sur le nombre total de triplets. Un triplet correct correspond a une visite successive
des 3 branches différentes, un triplet incorrect, a une visite de 3 branches dont deux, au moins

sont identiques.

Cette exploration peut également étre étudiée de fagon plus approfondie en analysant

le profil d’exploration du labyrinthe minute par minute.

3.4. Tests d’interactions sociales

3.4.1. Résident-Intrus

a. Dispositif

Dans ce test, une souris, dite « résidente », est utilisée avec sa propre cage. Une souris
« intrus » ayant consommé Hypocheeris radicata est introduite dans cette cage. La grille
recouvrant la cage est retirée et remplacée par une plaque en plexiglas transparent afin de voir
I’intérieur de la cage. Une caméra reliée a un écran est située a la verticale afin d’enregistrer

le comportement des deux souris. L opérateur se retire lors du test.
b. Principe
Ce test permet d’accéder aux comportements d’interaction sociale et d’agressivite.
c. Méthode

Une souris a étudier dite « intrus » est introduite dans la cage d’une congénere
« résidente». Durant 5 minutes, le comportement des animaux est enregistré. Durant le
dépouillement des vidéos, un certain nombre de paramétres peut étre relevés théoriquement

(14, 15) tels que :

1) la durée de premiére latence avant de toucher ou rentrer en contact avec I’intrus,

- 2) la durée de premiere latence, la durée et le nombre de fois durant lesquelles le

résident sent ou nettoie le corps de I’intrus,

- 3) le temps durant lequel le résident reste inactif et le temps durant lequel il a été en

contact physique direct avec I’intrus,

- 4) la période de premicre latence, la durée et le nombre de fois durant lesquels le

résident a fouill¢ la liticre,
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- 5) la période de premicre latence, la durée et le nombre de fois durant lesquels le

résident a suivi I’intrus.

- 6) une manifestation agressive est enregistrée si le résident réalise au moins 2 des
attitudes agressives (mordre, poursuivre, lutter, se jeter sur) durant I’ensemble du test.

La période de premicre latence de 1’agression est également notée.

Cependant, lors de la réalisation de nos tests, 1’activité importante des animaux a

nécessité de limiter les parametres a :
1) la durée de premiére latence avant le premier contact,
2) le nombre de reniflements,
3) le nombre de suivis,
4) le nombre d’exploration de litiére,
5) la durée durant laquelle la litiere est explorée.

Lors de chaque série, une attente de 5 minutes est effectuée entre chaque test, apres
retrait de 1’animal intrus, afin de revenir dans des conditions sereines pour I’animal résident

laissé dans sa cage, le but étant de limiter au mieux I’influence des tests les uns sur les autres.

4.  Dépouillement des videos des tests comportementaux

Chaque enregistrement vidéo a été lu en double aveugle. Parfois, une lecture au
ralenti a été nécessaire afin de pouvoir comptabiliser certains paramétres. Ceci a été le cas
pour le test de I’openfield, pour compter le nombre de cases traversées. Dans le dépouillement
du test du labyrinthe en Y, la lecture a été faite en totalit¢ sur 10 minutes puis minute par

minute.

5. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel SPSS 11.5 Windows

(SPSS inc., Chicago, Illinois, USA).

Les animaux sont retirés des analyses statistiques lorsqu’ils ne correspondent pas aux

critetres SPSS 11.5. Ainsi sont définis comme des observations n’appartenant pas a la
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distribution des mesures qui se situent a une distance supérieure a la distance 1,5 x espace

interquartile = Quartile supérieur ou inférieur.

Comme les résultats ne suivent pas une distribution normale et que les variances des
différents groupes testés ne sont pas égales, des tests statistiques non paramétriques ont été
réalisés. Dans ce type de test, les valeurs observées sont remplacées par des valeurs
indicatrices des rangs pour tester la différence entre les moyennes. Ainsi, les rangs des
observations des controles ont ¢ét¢ comparés a ceux des animaux recevant Hypocheeris
radicata, en utilisant un test de Kruskall-Wallis, suivi par une procédure de Mann-Whitney

modifiée pour les comparaisons.

Lorsque les groupes étudiés étaient indépendants, le test de Mann-Whitney a été
utilisé. En paralléle, lorsque les groupes étaient appariés, le test de Wilcoxon pour

échantillons appariés a été privilégié.

Les résultats des tests ont été jugés significativement différents lorsque la valeur de
la probabilité était inférieure & 0,05. Dans ce cas, un test unilatéral a été réalisé pour pouvoir

interpréter le sens de la variation.

Cependant, pour certaines valeurs de p proches de la significativité, une interprétation

a quand méme été présentée.
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B. Résultats

1. Poids des animaux

Aucune différence significative n’a pu é&tre mise en évidence au cours de

I’expérimentation pour un méme individu (test de Student ¢-fest pour mesures répétées) et

entre les différents groupes (test de Student-Newman-Keuls #-test pour comparaisons

multiples).

2.  Tests comportementaux

2.1.

Tests comportementaux pour révéler d’éventuels troubles

locomoteurs et accéder au comportement exploratoire

2.1.1.

Locotronic®

4 animaux ont été exclus de 1’étude statistique : 2 animaux témoins (C1 et C2) et 2

animaux traités (F1 et F2). Les résultats obtenus a I’issue de ce test n’ont pas révélé de

perturbations de la coordination motrice chez les animaux consommant Hypocheeris radicata.

Tableau 111.3 : Performances des souris dans le Locotronic®

N° Essai Essai 1 Essai 2
Témoins 9% HR Témoins 9% HR
Groupes
(n=28) (n=28) (n=38) (n=38)
Temps traversée (s) 122 (9,5-16,7) 12,5 (9,8-14,3) 8,2 (6,4-9,8) 7.4 (6-10,6)
Nombre erreurs pattes antérieures 2,5 (2-4,25) 3.5 (0,75-5) 4 (3,5-6,25)* 4 (2-6,75)
Nombre crreurs pattes 3 (1,5-3.5) 3(1,75-3,9) 2 (0,75-4) 2 (1-4)
posterieures
Nombre total erreurs pattes 5 (3,75-6,75) 6,5 (3,5-8,25) 6,5 (4,75-8,75) 6 (4-8,5)

Temps erreurs pattes (s)

0,84 (0,17-1,39)

0,69 (0,34-0,83)

0,55 (0,36-0,97)

0,48 (0,31-0,63)

9% HR : animaux consommant le régime a base de 9% d’ Hypochceris radicata
Les résultats sont exprimés en médiane et quartiles (entre parentheses) sur le nombre total de souris par groupe.

*p < 0,00, différence significative pour les animaux témoins entre les deux tests (Mann-Whitney, Wilcoxon W-zesi).

' p < 0,01, différences significatives pour les animaux témoins et traités entre les deux tests (Mann-Whitney, Wilcoxon

W-tesy).
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A Tlintérieur de chaque essai, ’activit¢ locomotrice des animaux dans [’appareil
Locotronic®, mesurée par les paramétres recensés, n’a pas été influencée par I’ingestion
d’Hypocheeris radicata (Tableau I11.3). Cependant, une différence significative du nombre
d’erreurs des pattes antérieures entre les deux essais (p = 0,048) a été relevée chez les
animaux témoins. La coordination motrice ainsi que la capacité d’apprentissage ont été
¢tudiées en comparant entre les deux essais le temps écoulé lors de la traversée et le nombre
d’erreurs de pattes. Lors du second essai, le temps mis pour traverser ’appareil a ¢été
significativement diminué dans les deux groupes d’animaux par rapport au premier essai (p <

0,01). Ce résultat rend compte d’un phénomene d’apprentissage tout a fait classique.

2.1.2. Openfield

Un seul animal a été retiré¢ de I’étude (A2, animal témoin). Ce second test n’a pas
permis de détecter de particularité concernant I’activité motrice et exploratoire des

animaux ingérant Hypocheeris radicata.

Tableau 111.4 : Parameétres résumant I’indice d’activité dans le test de I’openfield

Groupes

Témoins

m-9

9% HR

(n=10)

Nombre total de cases traversées

288 (270-337)

296 (254-326)

Nombre de cases intérieures

16 (15-21)

14 (13-26)

% cases Intérieures

5,69 (5,23-7,50)

5,81 (4,55-8,25)

Nombre de cases intermédiaires

61 (47-63)

62 (52-72)

9% cases iIntermédiaires

19,93 (15,52-23,11)

22,37 (17,37-24,95)

Nombre de cases extérieures

227 (192-260)

204 (177-234)

9% cases extérieures

74,84 (68,53-78,82)

70,00 (68,05-79,27)

Temps cases intéricures

12 (10-25)

12 (9-15)

Temps cases intermédiaires

58 (48-73)

58 (40-67)

Temps cases extérieures

225 (202-247)

231 (217-252)

Nombre redressements

27 (23-41)

30 (25-37)

9% HR : animaux consommant le régime a base de 9% d’ Hypochceris radicata
Les résultats sont exprimés en médiane et quartiles (entre parentheses) sur le nombre total de souris par groupe.
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Dans le test de I’openfield, le nombre de cases traversées n’a pas été différent entre les
2 groupes (Tableau I11.4). En conclusion, le régime a base d’Hypocheeris radicata n’a pas
affecté significativement I’activité locomotrice des animaux. L’indice d’activité a été

identique, quel que soit le traitement.
2.2. Tests comportementaux attestant de I’état d’anxiété
2.2.1. Labyrinthe en croix suréleve (LCS) :
Un seul animal a été retiré de 1’étude statistique (G2, animal témoin).
Les résultats issus du test de LCS ont permis de souligner que le régime a base
d’Hypocheeris radicata serait susceptible de supprimer une bimodalité existante chez les

souris témoins et classique chez les souris C57BL/6J en amoindrissant I’état d’anxiété

uniquement chez les plus anxieuses d’entre elles.

Tableau 111.5 : Résultats du test du labyrinthe en croix suréleve

Témoins 9% HR
Groupes
(n=11) n=12
Nombre d’entrées branches fermées 9,00 (7,00-12,00) 10,50 (8,00-11,00)
Nombre d’entrées zone centrale 16,00 (12,00-18,00) 17,50 (13,75-19,00)
Nombre d’entrées branches ouvertes 8,00 (3,00-11,00) 9,50 (5,50-13,00)
Nombre total d’entrées 18,00 (12,00-20,00) 18,50 (14,75-21,50)
9% entrées branches fermées 45,00 (38,89-80,00) 49,72 (41,88-62,75)
% entrées branches ouvertes 55,00 (20,00-61,11) 50,28 (37,25-58,12)
Temps branches fermées (s) 105,00 (72,00-151,00) 107,00 (84,75-142,50)
Temps zone centrale (s) 168,00 (155,00-193,00) 161,00 (144,00-197,00)
Temps branches ouvertes 72,00 (21,00-89,00) 70,50 (33,00-98,00)
Temps zone protégée 275,00 (251,00-319,00) 295,00 (243,25-317,75)

9% HR : animaux consommant le régime a base de 9% d’ Hypochceris radicata
Les résultats sont exprimés en médiane et quartiles (entre parentheses) sur les 10 souris par groupe.
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Figure 111.8 : Pourcentage d’entrées dans les branches fermées du labyrinthe en croix
suréleve. La variance intragroupe a été plus grande chez les individus témoins que chez les
animaux consommant Hypocheeris radicata.
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Figure 111.9 : Pourcentage d’entrées dans les branches ouvertes du labyrinthe en croix
surelevé. La variance intragroupe a été plus forte chez les individus témoins que chez les
individus consommant 9% d’Hypocheeris radicata.

Ce test n’a pas permis de mettre en évidence d’effet significatif de I’ingestion
d’Hypocheeris radicata sur I’activité des animaux (Tableau I1I.5). Néanmoins, il est apparu
que la population des animaux témoins était bimodale avec deux sous-groupes (Figure
111.8 et Figure I11.9). Sur les 10 animaux témoins retenus dans les statistiques, 5 ont réalisé un
pourcentage d’entrées dans les branches ouvertes de 60% et plus et peuvent étre qualifiés
d’animaux a bas niveau d’anxiété. Les 5 autres ne présentant que 40% et moins d’entrées dans

ces mémes branches, peuvent étre qualifiés d’animaux a haut niveau d’anxiété.
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De ce fait, deux interprétations peuvent étre retenues :

- Si I’on considére les 2 sous populations chez les individus témoins et que 1’on ne
conserve que le groupe des animaux dits « a haut niveau d’anxiété », on constate que
les individus consommant Hypocheris radicata apparaissent comme plus actifs et
présentent en paralléle un niveau d’anxiété moindre. En effet, la présence de deux
sous populations n’apparait pas chez les individus recevant Hypocheeris radicata.
Ceci pourrait laisser supposer que la présence de deux sous populations, ce qui est
classique chez les souris C57BL/6J, pourrait étre effacée ou atténuée chez les animaux
traités avec Hypocheeris radicata. De ce fait, en réduisant I’anxiété des plus anxieux
et en n’affectant pas les moins anxieux, I’ingestion de la plante « gomme » pour
ainsi dire la différence d’état d’anxiété présente naturellement dans cette population.

- Sil’on considére les individus témoins pris dans leur globalité, la comparaison avec
ceux traités avec Hypocheris radicata ne rend compte d’aucune différence

significative concernant I’activité locomotrice des animaux.

2.2.2. Test de Porsolt ou test de la nage forcée

Un seul animal a été exclu de 1’étude : I’individu témoin GO. Ce test a abouti au
résultat que les animaux ingérant Hypocheris radicata lutteraient plus longtemps que les

animaux témoins.

Tableau 111.6 : Résultats du test de la nage forcée de Porsolt, en fonction des lots de souris.

Témoins 9% HR
Groupes
(n=11) n=12
Latence 1™ résignation (s) 70 (56-89)* 112 (69-301)*"
Durée de mobilité (s) 282 (156-322) 360 (225-452)
Durée d’immobilité (s) 318 (278-444) 240 (148-375)
Durée de mobilité (%) 47,04 (34,97-58,00) 60,94 (35,90-77,21)
Durée d’immobilité (%) 52,96 (42,00-65,03) 39,06 (22,79-64,10)

99% HR : animaux consommant le régime a base de 99% d’ Hyvpochceris radicata

Les résultats sont exprimés en médiane et quartiles (entre parentheses) sur les 10 souris par groupe.
*p < 0,00, différence significative entre animaux témoins et traités (Mann-Whitney, Wilcoxon W-tesp).
' p < 0,05, différence significative entre animaux témoins et traités (Student bilatéral, t-tesi).
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Figure 111.10 : Durée de la latence de premiére résignation lors du test de Porsolt ou de la
nage forcée, en fonction des groupes (en secondes).

En effectuant une comparaison régime témoin/régime Hypocheeris a 1’aide du test de
Wilcoxon, la latence de premiere résignation est apparue significativement différente
entre les groupes (Figure II1.10 et Tableau III.6). Cependant, les durées de mobilité et
d’immobilité ne I’étaient pas. La réalisation du test de Student a permis de confirmer la
significativité de la latence de 1 résignation et de souligner la tendance a la significativité de
la durée d’immobilit¢ (p=0,097). On peut donc affirmer que les animaux ingérant
Hypocheeris radicata ont présenté une diminution de la durée d’immobilité et/ou une
augmentation de la durée de mobilité ce qui serait le reflet d’une activité plus élevée et d’un

état de résignation moindre

2.2.3. Planche a trous
Les animaux exclus de 1’étude sont les individus témoins AOQ et CO et ’individu traité

FO.

Les résultats de ce test sont résumés dans le tableau ci-dessous (Tableau I11.7). 1ls ont
souligné 1’activité plus importante des souris consommant Hypocheris radicata associée a

une diminution d’un certain type d’anxiété, dans un environnement sécurisé.
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Tableau 111.7 : Performances comportementales relatives a I’anxiété avec le test de la
planche a trous

Témoins 9% HR
Groupes
(n=10) (n=11)
Nombre total de trous visités 140,00 (86,75-47,25) 54,00 (34,00-61,00)
Nombre de trous visités 7.00 (6,00-8.50) 11,00 (7.00-18,00)*
couronne mterieure
% de trous visités couronne 15,39 (14,41-21,09) 95,00 (20,51-33,38)°
mterieure
Nombre de trous visites 90,50 (18,75-24,50) 96,00 (19,00-28,00)
couronne exterieure
S s 51,72 (483,23-56,89) 50,00 (44,26-56,41)
exterieure
Nonbire de [ bioird e Lo 14,00 (7,00-22,00) 11,00 (7,00-16,00)
planche
% HD bord de la planche 33,87 (20,81-42,71) 95,00 (12,50-32,35)

99% HR : animaux consommant le régime a base de 99% d’ Hyvpochceris radicata

Les résultats sont exprimés en médiane et quartiles (entre parenthéses) sur les 10 souris par groupe.
HD : Head Dipping

*p < 0,0, différence significative entre animaux témoins et traités (Mann-Whitney, Wilcoxon W-tesp).
‘p < 0,01, différence significative entre animaux témoins et traités (Mann-Whitney, Wilcoxon W-tesi).

30 4

20 4

T T
N= 10 1

nombre de trous visités - couronne intérieure

Témoin Hypochoeris

Traitement

Figure 111.11 : Nombre de trous visités en 5 minutes, au sein de la couronne intérieure
dans le test de la planche a trous.

Le nombre et le pourcentage de trous visités dans la couronne intérieure a été plus
important (p < 0,005) chez les individus recevant Hypocheeris radicata (Tableau II1.7).
Cependant, le nombre total de trous visités a été identique, quel que soit le groupe de souris.
L’augmentation du nombre de trous visités dans I’espace intérieur serait donc en fait

compensée par une diminution du nombre de Head Dipping (HD) (nombre de fois ou I’animal
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place sa téte et ses épaules en dessous du plan formé par la planche, a I’intérieur d’un trou ou
a D’extérieur de la planche) (p = 0,121 ; % HD). En conclusion, les souris consommant
Hypocheeris radicata semblent étre plus actives et ont une activité exploratrice plus
importante mais dans un contexte plus sécurisé a I’intérieur de la planche (Figure II1.11).
En comparant les paramétres entre couronnes intérieure et extérieure, il semblerait que
I’ingestion d’Hypocheeris réduirait 1’anxiété mais uniquement dans un contexte ou le
risque est faible. Cependant, aucune comparaison n’ayant été réalisée avec un anxiolytique,

la conclusion doit étre prise avec précaution.

2.3. Tests comportementaux sur la mémorisation spatiale et/ou
temporelle
2.3.1. Piscine de Morris (labyrinthe aquatique de Morris)

Le test du labyrinthe aquatique de Morris est un test qui doit étre analysé en 2 temps.
L’évolution du comportement des animaux durant les 5 premiers essais, rend compte de la
courbe d’apprentissage, puis, le comportement lors du 6™ et dernier test, durant lequel la

plateforme a été otée, permet de mesurer la capacité d’adaptation dans un contexte différent.

» Courbe d’apprentissage :

Les courbes d’apprentissages ont été similaires chez les individus témoins et les

individus ingérant Hypocheeris radicata.
- Chez les individus témoins :

L’animal A1 a été retiré dans les essais 1 et 2, I’individu E1 dans 1’essai 4.

Tableau I111.8 : Temps mis par les souris témoins pour accéder a la plate forme immergée au

cours des 5 essais (en secondes).

N° Essai

Essai 1

n=11)

Essai 2

n=11)

Essai 3

n=12)

Essai 4

n=11

Essai 5

n=12

Temps (s)

30,00 (15,00-41,00)

30,00 (27,00-35,00)

11,50 (6,50-15,50)

10,00 (4,00-14,00)

15,00 (8,00-30,00)

99% HR : animaux consommant le régime a base de 9% d’ Hypochceris radicata

Les résultats sont exprimés en médiane et quartiles (entre parentheses).
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Figure 111.12 : Temps mis pour accéder a la plate forme lors des 5 premiers essais des
individus témoins (*p< 0,05) Comparaison des essais 2 a 2 par rapport au premier essai
(Tests de Wilcoxon). La diminution d’environ % du temps montre I’apprentissage des souris
au cours du temps.

premiers essais (Figure II1.12 et Tableau I11.8).

Chez les individus traités :

La courbe d’apprentissage a été validée chez les animaux témoins sur les 5

Les animaux H1 et H2 ont été retirés dans ’essai 2, les individus FO et HO dans les
essais 4 et 5.

Tableau 111.9 : Temps mis par les souris traitées pour accéder a la plate forme immergée
au cours des 5 essais (en secondes).

Essai 1 Essai 2 Essai 3 Essai 4 Essai 5
N° Essai
n=12) (n=29) n=12) (n=10) (n=10)
Temps (s) 27,50 (14,25-54,50) 10,00 (6,75-26,50) | 15,50 (10,50-18,75) | 8,50 (6,50-10,50) | 17,50 (10,50-31,00)

99 HR : animaux consommant le régime a base de 9% d’ Hypochceris radicata

Les résultats sont exprimés en médiane et quartiles (entre parentheses).
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Figure 111.13 : Temps mis pour accéder a la plate forme lors les 5 premiers essais des
individus traités (*p < 0,05). Comparaison des essais 2 a 2 par rapport au premier essai
(Tests de Wilcoxon). La diminution dés le deuxiéme essai et jusqu’au quatriéme rend compte
de I’apprentissage des souris.

Tout comme chez les animaux témoins, il existe un apprentissage au cours du temps

chez les souris traitées (Figure I11.13 et Tableau I11.9).

> Comportement lors du 6™ essai :

- Temps passé dans le s supérieur
Les animaux G2 (témoin) et H1 (traité) ont été exclus de 1’étude.

Tableau 111.10 : Comparaison du temps passé dans le quart supérieur de la piscine en
fonction du traitement lors de I’essai sans plate-forme (en secondes).

Témoins 9% HR
Groupes
n=11) n=11)
Temps (s) 50,50 (46,25-59,00) 62,00 (50,00-68,00)

99% HR : animaux consommant le régime a base de 9% d’ Hypochceris radicata
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Figure 111.14 : Temps passé par les animaux dans le quart supérieur de la piscine en
fonction du traitement.

Les animaux recevant le régime a base d’Hypocheris radicata ont présenté une
tendance a passer plus de temps que les animaux témoins dans le quart superieur (p =
0,061) (Figure I11.14 et Tableau I11.10).

- Nombre d’entrées dans le Vi supérieur
Les animaux G2 (témoin) et H1 (traité) ont été exclus de 1’étude.

La mesure de ce paramétre a permis de compléter le résultat précédent : les animaux
consommant Hypocheeris radicata passent plus de temps dans le quart supérieur de la
piscine, par rapport aux individus témoins mais y font moins d’entrées. Ce fait pourrait étre en

partie expliqué par une attitude inhabituelle des souris dans ce type de test.

Tableau I11.11 : Nombre d’entrées dans le quart supérieur de la piscine en fonction du
traitement.

Témoins 9% HR
Groupes
m=11) m=11)
Nombre d’entrées 16,00 (15,00-18,00) 13,00 (9,00-17,00)

99 HR : animaux consommant le régime a base de 99% d’ Hypochceris radicata
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Figure 111.15: Nombre d’entrées des animaux dans le quart supérieur en fonction du
traitement lors du dernier essai sans la plate-forme.

Les souris traitées ont passé plus de temps dans le quart supérieur (p = 0,061)
mais en y faisant moins d’entrées (p = 0,044, W-Test de Wilcoxon) (Figure III.15 et Tableau
II1.11). Ceci pourrait étre révélateur d’un épuisement ou d’une incapacité pour les animaux
consommant la plante de repartir en exploration, donc une incapacit¢ de réadaptation
comportementale. L’obstination dont ils font preuve pourrait é¢galement signer une atteinte du

systéme nerveux au niveau frontal.

Un essai d’explication peut étre apporté par une constatation supplémentaire. En
effet, lors du dépouillement de ce test, une observation de comportement assez inhabituel et
spécifique a pu étre soulignée. Il est apparu que, contrairement a la majorité des animaux
dont le déplacement au sein de la piscine était relativement fluide, homogene et rapide, celui
de certains pouvait étre qualifié d’hétérogene, se faisant par « & coups », 1’animal semblant
alors s’enfoncer, couler puis appliquer un sursaut pour refaire surface. Cette observation,
jamais décrite avant chez des animaux lors de ce test a, de ce fait, été recensée. Le parametre
quantifi¢ a été le nombre de sursauts, sans compter ceux ayant lieux contre les parois de la
piscine. En effet, ces derniers peuvent étre simplement associés au fait que la souris veuille

s’agripper a la paroi ou tente de sauter par-dessus.
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Tableau 111.12 : Nombre de sursauts comptabilisés au centre de la piscine en fonction du
traitement recu par les animaux

Témoins 9% HR
Groupes
n=192 (n=11)
Nombre d’animaux 1 5
présentant des sursauts ‘
Nombre de sursauts
chez les animaux en 10 27 (9-55,5)
présentant

9% HR : animaux consommant le régime a base de 9% d’ Hypochceris radicata

Cependant, ce paramétre semble difficilement interpretable du fait du faible nombre
d’animaux présentant une telle attitude, la différence entre les deux groupes n’étant pas
significative (p = 0,0593). Cependant, cette attitude particuliére et inhabituelle des animaux

dans ce test nécessite d’en faire mention (7ableau I11.12).

2.3.2. Labyrinthe en « Y »

Les animaux qui ont du étre retirés de I’étude, d’apres les criteres SPSS 11.5, sont les
individus témoins E2 et G1 et I’individu traité¢ F1. Les résultats des parameétres mesurés dans

le labyrinthe en Y sont résumés dans le Tableau I11.13.
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Tableau 111.13 : Performances comportementales relatives a I’activité exploratrice et aux
capacités mnésiques des souris, mesurées dans le test du labyrinthe en Y

Groupes

Témoins (n = 10)

9% HR (n - 11)

I. Alternance spontanée

9% d’alternance

64,24 (56,61-69,87)

69,39 (66,67-77,50)

II. Activité dans le labyrinthe

Nombre total de branches
visitées

44 (41-49)

41 (44-52)"

Nombre de branches visitées
par min

4,40 (4,08-4,53)

4,70 (4,40-5,20)

III. Exploration du labyrinthe

Nombre d’entrées dans la

16 (13-16)

16 (13-19)

branche A

Nombre d’entrées dans la 14 (18-15) 16 (16-17)
branche B

Nombre d’entrées dans la 15 (19-16) 15 (14-17)

branche C

9% d’entrées dans la branche A

35,62 (32,56-38,23)

34 (31,71-36,36)

% d’entrées dans la branche B

33,33 (29,22-34,29)

34,04 (31,82-36,36)

% d’entrées dans la branche C

32,21 (29,68-35,61)

31,82 (28,57-33,33)

IV. Activité au cours du test

Nombre de branches visitées

e 7(7-8) 8 (7-8)
1 minute
Nombre dlfmbra.mches visitées 6 (5-7) 7 (6-8)
2" minute
Nombre de branches visitées 16 (14-17) 17 (16-19)

3-6™ minutes

Nombre de branches visitées
7-10"™ minutes

13 (12-17)

17 (15-18)"

99 HR : animaux consommant le régime a base de 99% d’ Hyvpochceris radicata
Les résultats sont exprimés en médiane et quartiles (entre parentheses).

*p < 0,05, différence significative entre animaux témoins et traités (Mann-Whitney, Wilcoxon W-tess).
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Les résultats issus du dépouillement de ce test ont permis d’obtenir des informations
sur la capacité de mémorisation & court terme ou mémoire qualifiée d’immédiate avec le

pourcentage d’alternance et sur I’activité générale des animaux :

» Les individus ingérant Hypocheeris ont une tendance (p = 0,08, test de Wilcoxon)
a augmenter ’alternance des branches visitées, ce qui signifie que les processus de

mémorisation ont été performants (Figure I11.16).
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Figure 111.16 : Comparaison des pourcentages d’alternance entre les deux groupes.

» Le nombre total de branches visitées (Figure II1.17) et le nombre de branches
visitées par minute ont été¢ significativement plus importants chez les individus
traités que chez les témoins, respectivement (p = 0,031 et p = 0,031). Les animaux
consommant Hypocheeris radicata ont eu tendance a étre plus actifs que les

animaux témoins.
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Figure 111.17 : Nombre total de branches visitées en fonction du groupe d’individus.

» L’exploration générale du labyrinthe est utile si I’on désire accéder a ’activité
des animaux sur l’ensemble du test. Le pourcentage d’entrées pour chaque
branche visitée, qui rend compte de cette exploration, n’a pas permis de montrer

de différence significative (Figure I11.18).
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Figure 111.18 : Pourcentages d’entrées dans les différentes branches du labyrinthe en
fonction des groupes d’individus.
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» Le profil d’exploration du labyrinthe minute par minute permet de mettre en
évidence que les souris consommant Hypocheeris radicata sont plus actives
durant les derniéres minutes du test par rapport aux souris témoins (p = 0,013)
(Figure 111.19).
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Figure 111.19 : Nombre d’entrées des animaux dans les branches entre la 7°™ et la 10°™
minute du test en fonction du traitement.

2.4, Test d’interaction sociale du résident/intrus
Les individus exclus de 1’étude statistique sont I’individu témoin A2 et les individus

consommant la plante B1 et DO.

Les résultats (Tableau III.14) n’ont pas fait apparaitre de différence significative
concernant la durée de latence entre les deux individus avant le premier contact (Figure

111.20) ni concernant le nombre de suivis de 1’individu intrus effectués par I’individu résident

(Figure I11.21).
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Tableau 111.14 : Parametres comportementaux d’interaction sociale mesurés dans le test du
resident-intrus.

Témoins 9% HR
Groupes
(m=11) (n=10)
Durée de latence avant 1 4,00 (3,00-8,00) 5,00 (3,00-5,25)
contact
Nombre reniflements 34,00 (30,50-36,50) 28,50 (22,50-32,25)
Nombre de suivis 20,00 (16,25-25,75) 19,50 (15,75-22,75)
Nombre d'exploration de la 2,00 (0,00-9,50) 0,00 (0,00-0,00)*
litiere
Durée totale dexploration de 10,00 (0,00-50,25) 0,00 (0,00-0,00*
la litiere
9% HR : animaux consommant le régime a base de 9% d’ Hypochceris radicata
Les résultats sont exprimés en médiane et quartiles (entre parenthéses).

*p < 0,00, différence significative entre animaux témoins et traités (Mann-Whitney, Wilcoxon W-tesi).

latence ler contact avec I'intrus (résident)
(=]

T T
N= 12 12

témoin Hypochoeris

traitement

Figure 111.20 : Durée de latence avant le premier contact entre I’individu résident et
I’individu intrus.
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Figure 111.21 : Nombre de suivis de I’individu intrus par I’individu résident.
En revanche, une diminution significative (p = 0,045) du nombre d’attitude de

reniflement de I’individu intrus ayant ingéré Hypocheeris par I’individu résident a pu étre

relevée (Figure 111.22).
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Figure 111.22 : Nombre d’attitudes de reniflement de I'individu intrus par I’individu
resident.

De plus, une diminution significative du nombre (p = 0,026) d’attitudes d’exploration
de la litiere (Figure 111.23) associée a une diminution de la durée totale d’exploration de la
litiere (p =0,029) de la part de I’individu résident en présence d’un individu intrus ayant

ingéré Hypochceris ont également pu €tre mis en évidence (Figure 111.24).

176



Chapitre 111 Données de comportement

40 =

30 o

20 o

10 o

nombre de suivi de I"intrus (résident)

T T
N = 12 12

témoin Hypochoeris

traitement

Figure 111.23 : Nombre d’attitudes d’exploration de la litiere de la part de I’individu
résident, en présence de I’individu intrus.

120 -
100
80
60
40

20 A

temps de fouille de la litiere (résident)

T T
N= 12 10

témoin Hypochoeris
traitement

Figure 111.24 : Durée totale correspondante aux phases d’exploration de la litiere de la part
de I’individu résident, en présence de I’individu intrus.

Les résultats issus de ce test apparaissent difficilement exploitables en termes

d’interprétation. Des mesures de parameétres supplémentaires seraient peut-&tre nécessaires.
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2.5. Résumé des différents tests

Si on résume ’ensemble des résultats des différents tests réalisés sur les animaux dans
un tableau (7ableau II1.15), certains points montrent que 1’ingestion d’Hypocheris radicata
entraine des modifications du comportement. En effet, méme si les individus consommant
cette plante ne présentent (2 pondérer avec le nombre et les caractéristiques des tests
employés) ni trouble moteur et locomoteur, ni altération de 1’intégrité des fonctions de
mémoire et d’apprentissage, une augmentation générale de leur activité a pu étre mis en
évidence. Ce caractére peut étre mis en relation avec une certaine inhibition de leur anxiété
mais uniquement dans un contexte sécurisé ou lorsque le risque est faible ainsi qu’un état
de résignation moindre ou pourrait-on parler également d’un degré plus important de

motivation que chez les individus témoins.

Tableau 111.15 : Résumé des performances comportementales chez les animaux traités avec
9% d’Hypochceris radicata.

Planche a trous
Opentfiefl Planche 2 trous Piscine Morris
Tests . Porsolt LY Résident-Intrus
Locotronic LCS LY
Porsolt
Jattitudes
- Suppression de la . i
q »L état de .p} . T activité fenlﬂemt.:nt et
Animaux Absence de résignation/ bimodalité des Absence de locomotrice d’exploration de
consommant | dysfonctionnement 2 ‘f’ ( ! témoins (LCS) dysfonctionnement 2 ’l ésd la litiere en
99%HR locomoteur ¢ Cngl 'C: 4 L anxiété lorsque mnésique ¢ nglcus ¢ présence ntrus
MOAVAlon -, risque est faible motvahon consommant
HR

9% HR : animaux consommant le régime a base de 9% d’ Hypochceris radicata
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C. Discussion

L’absence totale de connaissance sur la pathogénie et le mode d’action du ou des
principes actifs d’Hypocheeris radicata nous ont conduits a utiliser de nombreux tests pour
exploiter un large éventail de registres comportementaux. Dans certains cas (test de
Porsolt ; test du Labyrinthe en croix suréleve), ’absence de test conjoint avec des molécules
thérapeutiques telles que les anxiolytiques ou les antidépresseurs peuvent nous limiter dans
I’interprétation a donner aux résultats obtenus. Cependant, tout comme la réalisation de ces
tests et leurs résultats sont des données fiables et rigoureuses, leur interprétation se doit d’étre

tout aussi précise, mais toujours rattachée au contexte précis de cette étude.

L’ensemble des tests réalisés sur les deux groupes permettent de dresser un profil
comportemental global des animaux consommant Hypocheeris radicata différent de celui
des individus témoins (Tableau III.15). Les premiers présenteraient une activité plus intense
(Labyrinthe en Y, Porsolt, Planche a trous) que les individus témoins mais ne manifesteraient
ni probléme locomoteur ni perturbation de la coordination motrice (Openfield,
Locotronic®). L’augmentation de cette activité semble associée a une diminution d’un
certain type d’anxiéte, plus spécialement dans un contexte sécurisé ou lorsque le risque
apparait plus faible (Labyrinthe en croix surélevé, Planche a trous). L’observation d’une
diminution de I’état de résignation qui semble étre engendrée par 1’ingestion d’Hypocheeris
radicata (Test de Porsolt) (12, 16, 17) semblerait étre associée a 1’augmentation de leur
activité précédemment mentionnée et a une augmentation dans leur degré de motivation
(test de Porsolt, Labyrinthe en Y). Les centres de la mémoire a court terme et de
I’apprentissage sembleraient ne pas étre affectés (Labyrinthe en Y, labyrinthe aquatique de
Morris). Cependant, la mémoire étant trés complexe et comprenant différents registres, les
conclusions relatives a certains d’entre eux, obtenues avec les tests précédents, ne permettent
pas de conclure catégoriquement quant a I’absence d’action de la plante sur la mémoire des
animaux. De plus, ’absence de test réitéré dans ces tests (labyrinthe aquatique de Morris,
labyrinthe en Y) ne permet pas de conclure quant a I’intégrité de la mémoire dite a long

terme.

En reprenant les différents résultats dans le détail, des éléements de réponse
redondants entre les différents tests transparaissent. En effet, concernant la premicre

catégorie de tests (Locotronic® et Openfield), ceux-ci n’ont pas permis de mettre en évidence
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d’effet de I’ingestion de la plante sur la coordination motrice et la locomotion des animaux.
L’observation, au sein de la piscine de Morris, d’attitudes tout a fait inhabituelles aurait pu
laisser penser a un désordre moteur. Cependant, 1’inadaptation du test pour révéler ce type de
trouble, I’absence d’une réelle significativit¢é dans les différences de ce parameétre, le
changement de tests avec le test du Locotronic® juste avant et donc le passage d’une activité

de marche a une activité de nage, tous ces éléments ne permettent pas de conclure sur

I’origine de cette attitude.

La capacité d’exploration des animaux aurait pu étre approfondie en améliorant le
dispositif de I’openfield mais celui utilisé dans cette étude ne permet pas de donner des
indications sur le degré de motivation des animaux. En revanche, dans le labyrinthe en Y, les
augmentations de I’activité, notamment en fin de test et du pourcentage d’alternance chez les
animaux ingérant Hypocheeris pourraient étre expliquées par un plus grand degré de

motivation.

En reprenant ce test du labyrinthe en Y avec le test de la piscine de Morris, les
aspects concernant la mémoire spatiale et temporelle a court terme ou immédiate n’ont
pas montré d’altération. L’augmentation du pourcentage d’alternance chez les animaux
ingérant la plante est difficilement interprétable en termes de performances accrues et
semblerait trouver plus facilement une réponse dans la motivation plus élevée. Cette
conclusion pourrait d’ailleurs trouver un écho dans 1’observation des résultats du dernier
essai dans le test de Morris ; I’augmentation du temps passé pour les animaux consommant
Hypocheeris dans le quart de la piscine ou se trouvait la plateforme pourrait laisser supposer la

aussi une persistance de leur motivation.

Dans les tests étudiant les états d’anxiété et de résignation, celui de la nage forcée de
Porsolt souligne que les animaux recevant Hypocheeris radicata présentent une durée
d’immobilité diminuée par rapport aux animaux témoins. La diminution de ce temps rend
compte d’une plus grande aptitude a lutter, comparable a ce qui a été recensé lors d’études
avec des antidépresseurs (12, 17-19). Le traitement avec Hypocheris radicata serait donc a
I’origine chez la souris d’une motivation accrue et inversement d’une diminution de I’état
de résignation. Ceci viendrait conforter les résultats précédents. Cependant, ces résultats
doivent étre interprétés avec beaucoup de prudence. En effet, ce test dépend de nombreux
parametres dont celui de la souche murine utilisée. De ce fait, I’interprétation doit privilégier

le terme d’aspects comportementaux critiques suite a une réponse au stress plutdt que celui
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d’effet « antidépresseur » au sens strict (7). En effet, en médecine humaine, la « dépression »
est définie cliniquement comme un complexe pathologique de symptomes psychologiques,
neuroendocriniens et somatiques. Or, on ne peut que révéler des comportements spécifiques a
chaque espéce (endophénotypes) d’ou la précaution a prendre si I’on désire généraliser. De
plus, comme il a pu étre fait mention en début de discussion, 1’absence, dans les protocoles,
de groupes de souris testant une molécule reconnue comme ayant les propriétés
antidépressives doit nous limiter dans notre interprétation. Dans la suite de ce chapitre, je
discuterai donc non pas d’un effet antidépresseur mais plus d’effet & induire une motivation
accrue et donc a retarder la résignation. Ceci reste en effet important en termes d’indice

concernant les éventuelles voies métaboliques impliquées.

Cependant, je conserverai également une certaine réserve quant a une interprétation ou

une extrapolation trop hative.

Paralléelement a ces résultats, les observations faites avec le test d’anxiété du
labyrinthe en croix surélevé soulignent que les animaux consommant Hypocheeris radicata
apparaissent plus actifs. De plus, la présence de deux sous populations chez les individus
témoins, ce qui est une observation classique et d’intensité plus ou moins marquée en fonction
des souches de souris, disparait chez les animaux consommant Hypocheeris radicata. Or, cette
« bimodalité » intrinséque et spécifique d’une population et d’une souche murine est trés
souvent recensée dans les études de réponses au stress (20). Dans notre étude, nous avons pu
remarquer que la présence de deux groupes a niveaux d’anxiété différents était non seulement
plus marquée que pour d’autres souches murines, notamment comparée aux BALB/c (21),
mais également plus marquée par rapport aux études sur C57BL/6J ayant pu étre
précédemment menées au sein de la méme équipe. Le « gommage » de ce trait de caractére
chez les individus consommant la plante, aboutissant a une seule population a « bas niveau
d’anxiété », pourrait étre révélateur d’un effet non négligeable de ’ingestion d’Hypocheeris
radicata. Celle-ci réduirait ainsi I’état d’anxiété chez des individus initialement plus
anxieux mais n’aurait aucun effet sur 1’état d’anxiété des individus naturellement moins

anxieux.

Cette observation peut étre remise en paralléle avec les données du test de la planche
a trou dans lequel la conclusion avait mentionné une diminution de I’état d’anxiété des
animaux uniquement dans un contexte sécurisant (centre de la planche) et une tendance a

I’augmentation de ce niveau dans un contexte de risque accru (bord de la planche).
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Ces deux tests souligneraient donc bien I’effet de I’ingestion de la plante sur le
niveau d’anxiété de I’animal mais avec un impact différent en fonction de paramétres

intrinséques et extrinséques a I’individu.

Le myo-inositol est un composé dont les effets anxiolytiques et antidépresseurs ont été
démontrés. De trés nombreuses études cliniques et expérimentales le considérent comme un
traitement médicamenteux alternatif intéressant. Ces effets, initialement révélés par Cohen et
al. en 1997 aprés des administrations chroniques (22), ont pu étre mis en évidence chez

I’homme (23) mais également chez I’animal (24-26).

En dehors de ces propriétés, le myo-inositol peut également avoir un impact sur
I’activité locomotrice (27). Aprés une administration chronique per os durant 3 semaines a
raison de 1,5 g/kg, chez le rat, Kofman et son équipe en 1998, ont pu mettre en évidence une
augmentation de I’activité des animaux associée a une élévation de la concentration en

myo-inositol dans le cortex (+ 36%) ainsi que dans I”hippocampe (+ 27%).

Ces données bibliographiques pourraient recouper les données de comportement que
nous avons pu obtenir, caractérisées par une augmentation générale de I’activité (tests du
labyrinthe en Y et de la planche a trous), une diminution de I’anxiété sous certaines
conditions (tests de la planche a trous, du labyrinthe en croix surélevé) et une motivation
accrue et/ou résignation amoindrie (test de la nage forcée de Porsolt, labyrinthe en Y,
piscine de Morris) mais elles différent avec les données de métabonomique et d’IRM qui ont
pu montrer une ¢lévation de la concentration cérébrale en scyllo-inositol et non en myo-
inositol. Cependant, les études et les discussions précédentes nous ont conduits a admettre que
les disruptions induites par Hypocheeris radicata s’apparentaient plus a un déréglement de la
balance scyllo-inositol/myo-inositol. De plus, il peut étre supposé qu’une augmentation en
scyllo-inositol peut aussi avoir certaines répercussions communes avec son stéréoisomere.
C’est ainsi, que certaines études réalisées sur I’épi-inositol ont pu affirmer que 1’effet
anxiolytique était similaire, voire augmenté a celui du myo-inositol (28, 29). La différence
majeure résidait dans le fait que I’épi-inositol n’étant pas substrat pour I’enzyme
phosphatidylinositol synthase, contrairement au myo-inositol, il ne rentrait pas dans le cycle
du second messager (cycle PIP). Or, le cycle PIP ou inositol phosphate-phosphoinositide et
les seconds messagers sont impliqués dans de nombreux systémes de neurotransmission,
notamment Sérotoninergiques. L’implication du myo-inositol dans ces systémes de

neurotransmission et I’effet « antidépresseur » engendrée ont ét¢ démontrés (26).
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L’épi-inositol aurait donc des propriétés anxiolytiques mais ne serait pas
antidépresseur. Malheureusement, les références tendent souvent a étre peu précise en matiere
d’inositol, englobant les différents isomeres ensemble, ce qui n’était pas le cas lors des
analyses par RMN du proton que nous avons pu réaliser. Les roles du scyllo-inositol, nous
I’avons déja précisé précédemment, sont inconnus. On peut donc supposer qu’il puisse
partager certaines propriétés avec le myo-inositol, notamment concernant un effet sur le

niveau d’anxiéte et de résignation.

Enfin, nos observations préliminaires faites lors d’une expérimentation a but
histologique chez le rat, qui avaient souligné la nécessité d’injecter une plus forte quantité de
Pentobarbital pour anesthésier les rattes traitées pourraient trouver matiére a explication. En
effet, I’augmentation de 1’activité motrice révélée par les tests comportementaux pourrait
expliquer la nécessité d’administrer des doses plus fortes d’anesthésique. Un effet miroir a
d’ailleurs pu étre mis en évidence, chez des rongeurs (rats et souris), lors de I’administration
intrapéritonéale d’extraits de feuilles de calendula (Wedelia calendulacea Less.), autre espeéce
de la famille des Composées ou Astéracées. Les animaux traités présentaient une diminution
de leur activité motrice avec une diminution de la dose de barbiturique utilisée (30).
L’ingestion d’ Hypocheeris radicata n’entrainerait pas d’effet sédatif mais bien au contraire un
effet stimulant et excitant, augmentant ainsi leur activit¢ et leur niveau de
« motivation ». Par contre, les tests comportementaux ayant été réalisés uniquement sur
rongeurs males, aucune conclusion sur I’effet sexe ne peut étre avancée. De plus, souris et rats

peuvent réagir différemment, les dimorphismes sexuels pouvant différer entre eux.

La premicre hypothese pour expliquer la pathogénie de la dépression se basa, en 1965,
sur I’hypothése des monoamines (37) désignant une carence en monoamines comme le facteur
causal. Méme si I’implication des monoamines, dopamine, noradrénaline et sérotonine est

reconnue, les structures ou fonctions pouvant étre altérées sont nombreuses.

Durant un état « dépressif», un des déréglements pouvant avoir lieu se trouve, au
niveau du processus de neurotransmission, par 1’intermédiaire des seconds messagers,
précédemment obtenus a partir du myo-inositol, sur les récepteurs sérotoninergiques. Cet
effet peut étre évalué, soit en étudiant ces récepteurs, notamment les récepteurs post-
synaptiques 5-HT, soit en étudiant les concentrations intracellulaires en Ca*". En effet, il a
été démontré que les teneurs intracellulaires en ions Ca?* étaient intimement liées aux états

dépressifs. Ainsi, un blocage du relargage des ions Ca®" a partir des réserves intracellulaires
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diminue la durée d’immobilité dans le test de la nage forcée de Porsolt et signale donc un état
proche de ceux initi€s par les antidépresseurs, chez la souris. A I’inverse, une stimulation de
ce relargage serait a l’origine d’un état « dépressif » chez la souris (/8). En médecine
humaine, une étude clinique chez des patients dépressifs a montré que la durée de rémission

dépendait de 1’augmentation en Ca*" intracellulaire générée par la sérotonine (32).

Ces observations sont aussi a mettre en parallele avec la physiopathologie de la
polyneuropathie sensorimotrice distale, complication du diabéte sucré. En effet, 1’étiologie
de cette derniére est encore peu connue mais il existe certaines connaissances sur les
mécanismes impliqués : dans le diabéte, des élévations de la concentration en Ca®*
cytosolique sont responsables de la dégénérescence neuronale ainsi que des phénoménes
d’apoptose. Or, la polyneuropathie sensorimotrice distale est une des complications du
diabéte dont les caractéristiques cliniques et histopathologiques présentent des analogies avec
le Harper. Nous retrouvons ainsi un assemblage, un réseau de données, a la fois biochimiques
(augmentation de la teneur en calcium intracellulaire), histologiques (dégénérescence
neuronale), comportementales (niveau de résignation ou de motivation affecté) et cliniques
(neuropathie sensorimotrice distale) qui pourraient s’apparenter aux données cliniques

recensées dans le harper.

L’implication des ions calcium a également été révélée dans la pathogénie de la
maladie d’Alzheimer. La neurodégénérescence caractéristique de cette maladie semble étre
liée a une accumulation intracellulaire en calcium. Cette altération dans 1’homéostasie
calcique pourrait étre liée a 'intégrité des récepteurs a la ryanodine mais également aux
récepteurs inositols triphosphates ou IP3 (33, 34). De méme, cette augmentation de calcium
intracellulaire, due a I’activation anormale des récepteurs IPs;, a pu étre soulignée comme
dénominateur commun des maladies des motoneurones comme la sclérose latérale
amyotrophique (35, 36). Ici encore, la pathologie comparée montre qu’il existerait certains
recoupements entre 1’augmentation intracellulaire anormale de calcium et 1’activation
exacerbée des récepteurs provenant du myo-inositol en paralléle avec, au niveau clinique, des

troubles des motoneurones et au niveau histologique, des 1ésions de neurodégénérescence.

Une autre hypothése permettant d’établir une origine éventuelle de I’augmentation
d’activité des souris traitées avec Hypocheeris radicata repose sur I’augmentation en N-
Acetyl-aspartate (NAA) dans le cerveau des animaux, qui a été mis en évidence apres

analyse PLS2 entre les données de métabonomique et d’IRM. Dans le chapitre précédent,
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nous avions souligné le fait qu'une telle variation de ce métabolite était rare et n’avait pu étre
a ce jour révélée que dans le syndrome de Cavanan, dont les symptomes et les 1ésions
histopathologiques rappellent les caractéristiques du Harper. En effet, sur un plan
neurocomportemental, il a pu étre démontré qu’une accumulation en NAA, bien que liée a des
lésions de neurodégénérescence, ¢était également fonctionnellement responsable de
neuroexcitation (37). Cette neuroexcitation peut se traduire sous forme de convulsions,
comme chez les épileptiques. Cependant, Kitada souligne que d’autres manifestations
cliniques peuvent apparaitre, influencées par le fond génétique ainsi que les différences inter

especes.

L’augmentation de NAA qui a été mise en évidence chez les patients atteints du
syndrome de Cavanan a pu étre reproduite chez le rat Tremor, un rat mutant présentant
spontanément, sur le plan histologique, une dégénérescence cérébrale spongiforme et
cliniquement, des crises épileptiques (37, 37). Nous avons déja précédemment souligné les
analogies entre la maladie de Cavanan et le harper mais sans mentionner les liens concernant
les manifestations épileptiformes. Or, méme si les chevaux atteints ne présentent pas de crises
d’¢épilepsie ou épileptiformes, un des rares traitements médicamenteux ayant un effet sur les
chevaux est un traitement avec de la phénytoine. Cette molécule est un anticonvulsivant
agissant sur la conduction nerveuse et réduisant les décharges répétitives et prolongées (38).
Dans le cas du harper, cette molécule agit plus spécifiquement en diminuant I’excitabilité
des cellules nerveuses et en minimisant I’activité électromyographique chez les animaux
atteints (38). Des crises d’excitabilité n’ont pas été visibles lors de la réalisation des tests
comportementaux sur les souris traitées. Cependant, leur activité exacerbée pourrait signer
un dysfonctionnement au niveau de la transmission de I’influx nerveux, similaire a celui
observé chez des animaux ou patients épileptiques. La présence pour certains individus de
manifestations tout a fait inhabituelles (« a coups » dans le test de Morris) pourrait venir
étayer cette hypothése. Cependant, I’origine d’un tel comportement n’ayant pas été établie,
cette observation ne peut étre retenue. Ce dysfonctionnement pourrait néanmoins étre conforté
indirectement par I’augmentation de NAA observée chez les souris ingérant la plante et
I’action bénéfique de la phénytoine chez des chevaux atteints de harper. L’action bénéfique
de cette molécule peut étre expliquée par sa capacité & inhiber le relargage de Ca®", interférant
ainsi dans le cycle des inositols et limitant les phénomeénes d’ischémie cérébrale (39), ces

derniers pouvant étre a I’origine des états épileptiformes.
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Le résultat intéressant obtenu chez le cheval avec de la méphénésine qui est un
relaxant musculaire a action centrale agissant en diminuant les décharges électriques
répétitives et prolongeant la durée de récupération, pourrait aussi venir expliquer une partie de
la pathogénie du harper, la présence d’impulsions nerveuses excessives et répétitives a
I’origine d’une stimulation exacerbée des muscles fléchisseurs ou d’une inhibition des
extenseurs (40). De plus, la diminution de I’excitation de 1’animal atteint par ce traitement
recouperait les ¢éléments de comportement sur les souris, les données bibliographiques

recensées précédemment ainsi que le traitement bénéfique a la phénytoine.
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IVV. Chapitre IV : Explorations complémentaires

Introduction

Les chapitres précédents ont présenté les réponses d’animaux de laboratoire a
I’administration, per os, d’Hypocheeris radicata a I’aide des trois méthodes d’approches
complémentaires. Ces études avaient pour but, d’une part, de mettre en évidence le lien direct
entre le végétal et les disruptions métaboliques mesurées chez I’animal et, d’autre part, de
mieux circonscrire la nature et la localisation de ces disruptions. Cependant, cette réponse
chez I’animal a été révélée en partant d’un pool d’inflorescences provenant de collectes ayant
eu lieu a des dates réparties entre aolt et novembre, sur des parcelles différentes et
correspondant a plusieurs stades de developpement. Certes, nous avons pu mettre en
évidence la neurotoxicité potentielle de ce végétal mais le principe actif ainsi que les
facteurs prédisposants restent encore a déterminer. Si le végétal est susceptible de
synthétiser un principe toxique, sa production peut étre favorisée sous certaines conditions
pédologiques, géographiques, saisonnieres ou climatiques et étre importante a certains stades
floraux. En effet, les métabolites secondaires végétaux sont en général produits lors de
réponses a des stress hydriques et osmotiques (1-4), comme intermédiaires dans d’autres
mécanismes de défense (4,5), et lors d’étapes cruciales dans le développement du végétal
comme la floraison (6). La connaissance de certains de ces facteurs permettrait, d’une part, de
mieux prévenir les épidemies de harper en modulant le controle et la gestion d’Hypochceris
radicata sur les parcelles et, d’autre part, de circonscrire la fraction végétale contenant le

principe actif.

Aussi, dans un premier temps, des extraits de végétaux triés par stade ont été
analyses par différentes techniques analytiques, le but étant de visualiser et hiérarchiser
les différents facteurs, lieux, dates de collecte et stade d’inflorescence. Dans un second
temps, ces mémes échantillons ont été testés sur animal pour étudier les variations

métaboliques du végétal et réveéler ses potentialités toxiques.

En parallele a cette exploration du potentiel toxique du végétal, une hypothése relative
au pouvoir antioxydant de la taurine a été testée. La taurine possede en effet de multiples

propriétés, en particulier des propriétés antioxydantes et neuroprotectrices de premiere
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importance au sein du systeme nerveux. Un certain nombre de travaux ont pu mettre en
évidence son rble prépondérant dans les problemes de conduction nerveuse. Une
supplémentation permet par exemple d’améliorer notablement la vélocité, lors de
neuropathie diabétique dont la symptomatologie présente des analogies avec le harper (7,8).
D’autres auteurs ont souligné le potentiel anxiolytique de ce composé (9,10). Avant de
conduire des tests comportementaux sur la souris, les données épidémiologiques avaient
révelé, de facon assez subjective, I’attitude anormale et anxiogene des chevaux atteints. Ces
observations nous ont conduit a émettre I’hypothése qu’une supplémentation en taurine
pourrait améliorer I’état clinique de chevaux atteints de harper, soit en agissant directement
sur les voies métaboliques « disruptées », soit, de facon indirecte, par modulation d’autres
voies métaboliques. En vue de déterminer I’effet de I’administration de taurine chez des
animaux de laboratoire consommant Hypochceris radicata, deux expérimentations de

métabonomique ont été réalisées chez le rat et chez la souris.

Ainsi, la premiere partie de ce chapitre s’attachera a reprendre les données issues de
I’exploration du veégétal afin d’apporter des éléments supplémentaires d’information. La
seconde partie exposera les essais de traitement a la taurine et les impacts ou interactions

éventuelles avec I’administration d’Hypochceris radicata.
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Explorations complémentaires

A.

1.

1.1.

1.1.1.

Matériel et Méthodes

Matériel végétal

Etude exploratoire du végétal

Etude des variations intrinséques au végétal

Dans les précédentes experimentations, un pool réaliseé & partir de proportions

strictement et rigoureusement identiques issues de 48 échantillons (Tableau 1V.1) de poudre

de fleur d’Hypocheeris radicata a eté employé. Dans la suite des travaux exposes, celui-ci sera

réutilisé et nommé « pool

moyen ».

L’unicité du matériel

vegétal

dans chaque

expérimentation a permis d’assurer un suivi et une correspondance dans les conclusions et

les interprétations proposees apres chaque exploration.

Tableau 1V.1 : Identification des 48 échantillons d’Hypochceris radicata, en fonction de la
date (en 2005), du lieu de collecte et des stades d’inflorescence.

Dates de

Stades d’inflorescence

Fleurs ouvertes

Lieux de collecte Boutons Boutons : Fleurs Fleurs début de | Fruit matures
collecte . (pleine ) . . .
fermés ouverts . fanées fructification (aigrettes)
floraison)
a b d € f
C

Marly (78) 15/08 X X X
Poey (64) 18/08 X X X X X
Poey (64) 31/08 X X X X X
Poey (64) 15/09 X X X X
Lescar (64) 16/09 X X
Lescar (64) 19/09 X X X X
Poey (64) 24/09 X X X X X
La Salvetat (31) 05/10 X X X X X X
Labastide (64) 06/10 X X X X X X

Lescar (64) 12/10 X X X X X
Bougarber (64) 08/11 X X X
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Dans I’expérience qui suit, les 48 échantillons individualisés ont été analysés au
moyen de différentes techniques analytiques.

Avant de pouvoir étre étudies grace a ces différentes techniques, les échantillons
présents sous forme de poudre ont subi une étape préalable d’extraction par des solvants.
Deux protocoles d’extraction ont été testés, I’un aboutissant a I’obtention d’une phase
unique, I’autre permettant de collecter une phase aqueuse et une phase organique.

1.1.2. Protocoles d’extraction
a. Méthode d’extraction 1 : obtention d’une phase unique

Les solvants utilisés, de qualité analytique, ont été achetés a la société Scharlau
Chimie SA (Barcelone, Espagne). Le Butyl Hydroxy Toluéne (BHT) provient de chez Sigma
Aldrich Chimie SA (St Quentin Fallavier, France). L’eau utilisée est de I’eau ultrapure du
systeme Millipore (Millipore, St-Quentin-en-Yvelines, France).

Afin de pouvoir obtenir une seule et méme phase, le solvant d’extraction a nécessité

de mélanger :

- 200 mL de chloroforme (CHCI3) pour HPLC,

- 100 mL de méthanol (CH30H) pour HPLC,

- 2,5mL d’acide acétique (CH3;COOH), pour HPLC,
- 2,5mL d’H,0 milli Q,

- 0,3 g de Butyl Hydroxy Toluéne (BHT), soit 0,1%.

Une quantité de 10 mg de poudre de végétal lyophilisé a été placée dans des tubes de 3
mL dans lesquels ont été ajoutés 1,5 mL de solvant d’extraction. Le tout a été homogénéisé
durant 1 min au Polytron (vitesse réglée a 22/26) puis centrifugé durant 5 min a 3000 g. Apres
centrifugation, la partie limpide a été récupérée (1 mL au minimum) avec une pipette et
transvasée dans un tube Eppendorf. Un volume de 500 pL a été prélevé puis évaporé sous jet
d’azote. Aprés évaporation, le résidu a été reconstitué dans 50 uL de solvant initial,
permettant ainsi I’obtention d’un extrait concentré d’un facteur 10. Aprés homogénéisation,

0,2 uL ont été prélevés puis analysés.
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b. Meéthode d’extraction 2 : obtention de deux phases

Afin d’obtenir deux phases finales, le solvant d’extraction a été préparé en

mélangeant :

- 200 mL de chloroforme (CHCI3) pour HPLC,
- 100 mL de meéthanol (CH3OH) pour HPLC,
- 0,3 g de Butyl Hydroxy Toluéne (BHT), soit 0,1%.

Une quantité de 10 mg de poudre de végétal a été prélevée puis placée dans un tube de
3 mL dans lequel 1 mL de solvant réalisé précédemment et 0,2 mL d’H,O milli Q ont été
versés. Le tout a été homogénéisé durant 1 min au Polytron (vitesse réglée a 22/26),
permettant ainsi I’obtention de deux phases. Les tubes ont été centrifugés durant 5 min a
3000 g. Puis, la phase aqueuse (supérieure) et la phase organique (inférieure) ont été
collectées puis transvasées séparément dans des tubes Eppendorf. Des volumes de 500 uL de
phase organique et 200 uL de phase aqueuse ont été prélevés séparément et mis a évaporer
sous jet d’azote. Le résidu de la phase organique a été reconstitué dans 50 uL de solvant
initial (chloroforme/méthanol/BHT) pour obtenir un extrait concentré 10 fois. La phase
aqueuse a été reconstituée dans 20 uL de mélange méthanol/H,O en proportions 75/25 avec

0,1% de BHT. Apres homogénéisation, 0,2 uL ont été prélevés puis analyses.

1.1.3. Meéthodes d’analyses utilisées

Trois méthodes analytiques ont été utilisées dans cette expérimentation, la
spectrométrie de masse en Py-MAB-ToF et en LC-ESI-MS puis la spectrométrie par RMN
du 'H. En effet, il n’existait aucune connaissance préalable sur le type d’analyse apte & révéler
et hiérarchiser les facteurs de variation. Ces analyses ont pour but d’apporter des éléments
d’information concernant les facteurs prédisposants et/ou les métabolites éventuellement

intéressants a interpréter.

1.1.4. Justification des techniques employées

Cette étude a été menée apres les expérimentations in vivo dans le but de déterminer
si du scyllo-inositol, du myo-inositol et/ou des composés a base d’inositol sont présents
initialement dans la plante, mais aussi d’étudier les variations métaboliques entre les
différents facteurs tels que le lieu, la date de récolte et le stade de développement puis de

hiérarchiser leur importance. Ce deuxieme objectif découle d’une hypothése que nous avons
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pu émettre. En effet, la plante n’est pas connue pour étre toxique pour les animaux bien
qu’elle soit omniprésente au sein des patures. De plus, il est maintenant reconnu que les
variations de potentialité toxique au sein d’un végétal dépendent étroitement des variations
dans la synthese des différents métabolites. De ce fait, nous sommes partis du principe qu’en
révélant les variations métaboliques entre les différents facteurs, certaines variations

dans les potentialités toxiques de la plante pourraient étre mises en évidence.

Les principes toxiques ou métabolites secondaires au sein des végétaux peuvent
appartenir a des familles tres différentes : terpenes, flavonoides, coumarines, acétophénones,
alkaloides, ... L’intérét n’est donc pas d’identifier la structure précise d’un composé mais de
rechercher d’éventuels métabolites ou familles de métabolites rattachés au degré de

variabilité intrinseque au végétal et donc a sa potentialité toxique.

La spectrométrie de masse LC-ESI-MS est extrémement sensible et, en ne réalisant
gu’une fragmentation minimale, préserve au maximum les molécules natives, d’ou son
intérét dans cette étude. Cependant, elle ne peut étudier que les molécules pouvant étre
ionisées par ce type d’ionisation et dissoutes en phase liquide.

La spectrométrie par résonance magnétique nucléaire (RMN) ne fragmente pas les
molécules et permet aussi d’analyser les molécules natives. Elle permet de plus de repérer un
grand nombre de molécules, dont celles ne pouvant pas s’ioniser. En revanche, ces molécules
ne peuvent étre détectées que si elles se trouvent en concentration suffisante (de I’ordre de la

umole).

Dans les analyses par spectrométrie de masse Py-MAB-Tof, I’énergie utilisée pour
ioniser les molécules est faible. De ce fait, la fragmentation engendrée est faible, ce qui
permet également de conserver une richesse d’information dans I’empreinte. De plus,
I’utilisation de I’azote comme gaz conduit a I’ionisation d’une seule partie des molécules
présentes. L’intérét de cette technique est de faire une analyse rapide et de pouvoir identifier
les « analytes » volatils. Ce dernier point explique son inaptitude a identifier de grosses

molécules.

1.1.5. Traitement des données

Dans I’analyse par spectrométrie de masse Py-MAB-ToF, 2 dépots ont été réalisés

par échantillon et 613 variables ont été obtenues. L analyse a été réalisée sur la phase obtenue
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par la premiére méthode d’extraction, ainsi que sur les phases organiques ou lipophiles
obtenues par la seconde méthode d’extraction. Les échantillons ont été analysés concentres 10
fois. Un dépot de 0,3 uL a été réalise. La gamme de masse m/z utilisée s’est étendue de 55 a
1000. Le gaz utilisé était de I’azote. Enfin, la programmation de pyrolyse retenue s’est faite de

20 &4 1100°C avec une pente de 20°C par ms et un palier jusqu’a 125 s.

L’analyse par RMN du proton a généré 890 variables et a permis d’étudier les
extraits aqueux et lipophiles issus de la deuxieme methode d’extraction. Les conditions

d’analyse sont les mémes que celles utilisées pour les échantillons animaux (chapitre II).

Enfin, I’analyse par spectrométrie de masse LC-ESI-MS a été réalisée en mode
positif et en mode négatif sur les extraits aqueux de la seconde méthode d’extraction. Les
échantillons ont été analysés concentrés 10 fois. Un volume de 10 uL d’échantillon a eté
injecté. La gamme de masse m/z utilisée s’est étendue de 50 a 2000. Le débit de I’échantillon
était de 0,2 mL.min". Le gradient de phases mobiles utilisé est décrit dans le Tableau 1V.2 ci-

dessous :

Tableau 1V.2 : Gradient HPLC utilisé en spectrométrie de masse LC-ESI-MS.

Temps 0 min 3 min 8 min 9 min 15 min

Phase A : 909% H.0, 10%
MeOH

1009 0% 0% 1009 1009

Phase B : 1009% MeOH 0% 100% 100% 0% 0%

Les données ont été traitées par des outils de statistique multidimensionnelle. Les
résultats ont été visualisés grace a des analyses factorielles discriminantes, en fonction des
différents facteurs testés : stade de développement, date ou lieu de collecte.

1.2. Résultats

1.2.1. Analyse des échantillons en spectrométrie de masse Py-
MAB-Tof

Les ACP et AFD réalisées en fonction des facteurs date et lieu de collecte n’ont

pas permis de réveéler de structure particuliére au sein des échantillons analysés. En revanche,
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I’analyse factorielle discriminante des 48 échantillons filtrés en fonction du stade de
développement floral a permis de mettre en évidence sur les deux premiers plans factoriels,
d’une part, I’évolution au cours du temps du métabolome du bouton floral vers les stades
de floraison et de fructification et, d’autre part, de montrer que le métabolome suit 2
orientations au cours du développement floral. La premiere composante décrit la variation
du « métabolome floral » entre les stades « Fleurs ouvertes » et « Fruits matures ». La
seconde composante rend compte de la variation du « métabolome floral » entre le stade
« Boutons fermés » et le stade « Fleurs ouvertes » (Figure 1V.1). Ces observations ont été plus
évidentes en analysant la phase unique issue de la premiére méthode d’extraction (Figure

IV.1), qu’en analysant la phase aqueuse issue de la seconde (Figure 1V.2).
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Figure 1V.1: Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante, suivant le
plan factoriel 1*2, réalisée sur 20 variables filtrées a partir des données issues de I’analyse
en spectrométrie de masse Py-Mab-Tof des 48 extraits vegétaux obtenus par la premiere
méthode d’extraction. Les fleches matérialisent I’évolution au cours du développement floral
avec succession des 6 stades représentés par une couleur et une lettre différente. La grande
majorité de la variance, soit 78,8%, est expliquée par le stade de développement floral. Le
metabolome suit 2 orientations différentes au cours du développement floral, avec comme
stade charniere le stade « Fleurs ouvertes». Les stades de développement floral étudiés sont
dans I’ordre d’apparition chronologique : « Boutons fermés », « Boutons ouverts », « Fleurs
ouvertes », « Fleurs fanées », « Fleurs début de fructification » et « Fruits matures ».
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Figure 1V.2 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante, suivant le
plan factoriel 1*2, réalisée sur 21 variables filtrées a partir des données issues de I’analyse
en spectrométrie de masse Py-Mab-Tof des 48 extraits végétaux, phase organique, obtenus
par la seconde méthode d’extraction. Les fleches matérialisent I’évolution au cours du
développement floral avec succession des 6 stades représentés par une couleur et une lettre
différente. La structuration suivant deux axes est moins évidente que lors de I’analyse des
extraits issus de la premiere méthode d’extraction (Figure 1V.1) mais reste visible. Les stades
de développement floral étudiés sont dans I’ordre d’apparition chronologique : « Boutons
fermés », « Boutons ouverts », « Fleurs ouvertes », « Fleurs fanées », « Fleurs début de

fructification » et « Fruits matures ».

Avec la premiere méthode, les principales variables impliquées dans la construction

des axes sont les suivantes :

» m/z=98,p=-0,99; m/z=2316, p=+0,98; m/z=114,p=-0,98 ; m/z = 164,
p=+0,98; m/z = 228, p = -0,93; m/z = 123, p = +0,91 ; m/z = 254, p = -0,90, pour la

construction de I’axe 1
» mlz=121,p=+0,92; m/z =611, p =-0,81, pour la construction de I’axe 2.
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1.2.2. Analyse des échantillons en spectrométrie par RMN du
proton

Les analyses factorielles discriminantes effectuées sur les données obtenues par RMN
du proton n’ont pas permis de séparer les échantillons en fonction des facteurs date et lieux de
collecte. En revanche, les AFD réalisées en fonction du facteur stade de développement
soulignent, sur les premiers plans factoriels 1*2 et 1*3, la double orientation prise par le
metabolome lors du développement de I’appareil reproducteur avec, comme stade charniere,
la phase de pleine maturité florale ou stade « Fleurs ouvertes » (Figure 1V.3 et Figure
IV.4).
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Figure 1V.3 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante, suivant le
premier plan factoriel 1*2, sur 15 variables filtrées a partir des données issues de I’analyse
en RMN du 'H des 48 extraits végétaux phase aqueuse, obtenus aprés la seconde méthode
d’extraction en fonction du stade de développement. Le premier axe factoriel qui contient
46,5% de I’information permet d’expliquer les variations existantes entre les stades précoces
du développement floral, a savoir les stades « Boutons fermés », « Boutons ouverts » et
« Fleurs ouvertes ». L’information supplémentaire apportée par la seconde composante
(22,8%) permet d’expliquer les variations entres les stades plus tardifs du développement
floral mais antérieurs au développement du fruit, a savoir entre les stades de « Fleur
ouvertes » et jusqu’au stade de « Fleurs début de fructification ». Le stade de « Fruits
matures » n’est pas bien explicité sur ce plan factoriel. Les stades de développement floral
étudiés sont dans I’ordre d’apparition chronologique : « Boutons fermés», « Boutons
ouverts », « Fleurs ouvertes », « Fleurs fanées », « Fleurs début de fructification » et « Fruits
matures ».
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Figure 1V.4 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante suivant le
plan factoriel 1*3, sur 15 variables & partir des données issues de I’analyse en RMN du *H
des 48 extraits végétaux, phase aqueuse, obtenus apreés la seconde méthode d’extraction en
fonction du stade de développement. Le premier axe factoriel qui contient 46,5% de
I’information permet d’expliquer les variations existantes entre les stades précoces du
développement floral, a savoir entre les stades « Boutons fermés », « Boutons ouverts » et le
stade « Fleurs ouvertes ». L’information apportée par la troisieme composante (16,1%)
permet d’isoler le stade ultime plus spécifique de « Fruits matures ». Ceci s’explique car la
fructification implique des mécanismes métaboliques ainsi que des métabolites qui different
du développement purement floral. Les stades de développement floral étudiés sont, dans
I’ordre d’apparition chronologique : « Boutons fermés », « Boutons ouverts », « Fleurs
ouvertes », « Fleurs fanées », « Fleurs début de fructification » et « Fruits matures ».

L’information complémentaire apportée par le plan factoriel 2*3 ne concerne que le
stade de fructification qui, a priori, sollicite d’autres voies meétaboliques que celles

impliguées dans le développement floral et de début de fructification (Figure 1V.5).

201



Chapitre IV Explorations complémentaires

mrooo oo
QOX+ Db O

LD3 (16.1%)

Boutons
fermés

Fleurs début
fructification

LD2 (22.8%)

Figure 1V.5: Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante suivant le
plan factoriel 2*3, sur 15 variables & partir des données issues de I’analyse en RMN du *H
des 48 extraits végétaux, phase aqueuse, obtenus apres la seconde méthode d’extraction en
fonction du stade de développement. Le second axe factoriel rend compte de I’évolution entre
les derniers stades du développement floral compris entre les stades « Fleurs ouvertes » et
« Fleurs début de fructification ». L’information supplémentaire (16,1%) apportée par la
troisiéme composante permet d’isoler le stade ultime de « Fruits méatures ». Les stades de
développement floral étudiés sont, dans I’ordre d’apparition chronologique : « Boutons
fermés », « Boutons ouverts », « Fleurs ouvertes », « Fleurs fanées», « Fleurs début de
fructification » et « Fruits matures ».

L analyse de la structure des différents plans factoriels souligne que les variables dont
la contribution positive est la plus forte au sein de I’axe 1 sont intimement liées au
metabolisme d’épanouissement floral. Les variables rattachées a I’information contenue
dans I’axe 2 sont associées au phénoméne de sénescence florale. Les variables dont la
contribution positive est la plus forte pour I’axe 3 rendent compte plus particulierement du
métabolisme particulier lors de la fructification. Afin de déterminer quelle(s) composante(s)
factorielle(s) est(sont) la(les) plus impliquée(s) dans le potentiel de disruption métabolique
induit par I’ingestion d’Hypocheeris radicata, une expérimentation complémentaire in vivo

avec ces différents stades est nécessaire.

Les déplacements chimiques relatifs aux 40 variables obtenues apres filtration des

données sont présentés dans le tableau ci-dessous (Tableau 1V.3).

202



Chapitre IV Explorations complémentaires

Tableau 1V.3 : Variables significatives obtenues apres filtration des données des extraits
végétaux analysés en RMN du *H et identification des métabolites correspondants.

Déplacement Déplacement
N° variable chimique Métabolite N° variable chimique Métabolite
(6 en ppm) (6 en ppm)
Vi 2,085 Glutamate V22 3,685 Fructose
V2 3,635 Mpyo-nositol V23 1,885 GABA
- 8,745 Glucose, Glutamate, V25 7,235 Coumarine ?
Glutamine V26 7,265 Coumarine ?

V7 6,405 Coumarine ? V27 4,115 Fructose, Glucose
V8 3,205 Choline V28 3,885 Sucres
V9 3,805 Fructose V29 1,005 Isoleucine
V10 4,275 Malate V3l 2,335 Glutamate
Vi1 7,775 P V32 6,435 Coumarine ?
V12 1,315 Lactate/Thréonine V40 3,425 Glucose
V13 3,295 Glucose + Myo-inositol V34 7,725 Coumarine ?
V15 6,985 P V35 2,235 P
V17 3,815 Fructose V36 4,085 Fructose
V19 3,975 Fructose V37 2,205 P
V20 4,185 Sucrose V38 3,585 Mpyo-Inositol
V21 5,435 Sucrose V40 3,425 Glucose

La plupart de ces variables possédent des déplacements chimiques compris entre 3
et 5 ppm et correspondent surtout a des sucres (fructose, sucrose, glucose). On retrouve

également le myo-inositol, le glutamate, la glutamine et le GABA.

L’ observation des spectres dans cette méme zone a permis de mettre en évidence la
présence de scyllo-inositol, méme si le déplacement chimique de celui-ci est absent des
variables retenues apres filtration, et sa concentration plus importante pour les échantillons
analysés au stade « Fleurs ouvertes » (Figure 1V.6) que pour les échantillons pris au stade

« Fruits méatures » (Figure 1V.7).
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Scyllo-inositol Acétate

Myo-inositol + Glu
glucose

Choline
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Sucrose / Thréonine/
. lactate
Alanine

M Succinate

A RSN /

Fructose

4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 ppm

Figure 1V.6 : Spectre RMN du 'H & 600 MHz entre 0 et 5 ppm d’un extrait aqueux
d’Hypochceris radicata au stade « Fleurs ouvertes ». Les métabolites compris entre 3 et 4
ppm, dont beaucoup s’apparentent a des sucres (sucrose, fructose, glucose, inositol),
prédominent. Le pic correspondant au scyllo-inositol est présent a 3,34 ppm et de facon plus
importante que dans le spectre relatif au stade « Fruits matures » (Figure 1V.7). D’autres
métabolites d’intérét peuvent aussi étre cités: le GABA, le glutamate et la glutamine.
L ’acétate est en plus grande quantité qu’au stade « Fruits matures » (Figure 1V.7). Cependant,
ces métabolites ne sont pas ressortis significatifs.

Alanine
Scyllo-
inositol
Glu Isobutyrate
Acétate
Succinate GABA )
Thréonine
Glu [ caBA
Leu/lle
JV GABA Gln / Valine
T T T T T T T T
45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 ppm

Figure 1V.7 : Spectre RMN du 'H & 600 MHz entre 0 et 5 ppm d’un extrait aqueux
d’Hypochceris radicata au stade « Fruits matures ». Les métabolites dont les déplacements
chimiques sont compris entre 3 et 4 ppm sont les plus nombreux. Le scyllo-inositol est présent
mais en moins grande proportion en comparaison du stade « Fleurs ouvertes ».
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L’étude des spectres a mis en évidence certains métabolites qui ne sont pas apparus
comme significativement impliqués dans la ségrégation des différents stades floraux. Outre le

scyllo-inositol, I’alanine et I’acétate peuvent étre cités.

Dans le but de confirmer et renforcer la caractérisation structurale du scyllo-inositol, et
des autres métabolites repérés sur les spectres 1D du *H, une analyse RMN 2D *H-*C HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Coherence spectroscopy) a été réalisée afin de préciser les

déplacements chimiques des atomes de carbone auxquels sont rattachés les protons (Figure

IV.8).

alanin
e\“’ o b 20
succinate -0
~ L 30
\O GABA acetate
GABA 0 o )
\O OOQQ F 40

0
glucose - - \ E 50
fructose malate
[3
fructose ¢ / x @\ F 60
% » choline

(s o Huctose

sucrose, fructose

scyllo-inositol

. ‘
‘; myo-inositol
0 /@ ; glucose L 80
sucroe  (» @\ glucose
e =
\9 /
Pv_ L 100
0 0 glucose

T T T T T T T T T

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figure 1V.8 : Spectre RMN 2D *H-"*C HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence
spectroscopy) a 600 MHz, obtenu a partir d’un extrait aqueux d’Hypochoeris radicata au
stade « Fleurs ouvertes». L’axe des abscisses rend compte du déplacement chimique relatif
aux protons *H (de 1,0 & 6,0 ppm) ; I’axe des ordonnées, aux déplacements chimiques des
atomes de carbone *C auxquels sont rattachés ces mémes protons (de 20 & 100 ppm). On
retrouve une grande proportion de sucres (glucose, fructose, sucrose) ainsi que du scyllo- et
du myo-inositol.
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Sur ce dernier spectre, on peut observer une tache, dont les coordonnées 3,34 ppm
(déplacement chimique du *H) et 76,3 ppm (déplacement chimique du *3C) correspondent de
facon univoque au scyllo-inositol. En outre, la présence de myo-inositol, de nombreux sucres
(fructose, glucose, sucrose), de GABA, d’acétate et de choline a également pu étre

confirmée.

1.2.3. Analyse des échantillons par spectrométrie de masse LC-
ESI-MS en mode positif
Comme avec les autres méthodes d’analyse, les données obtenues par spectrométrie de
type LC-ESI-MS en fonction des facteurs date et lieu de collecte, en mode positif ou négatif,
n’a pas permis de mettre en évidence une structure particuliere et donc d’attribuer une
quelconque signification dans la construction des axes ainsi que dans les variables les

composant.

Cependant, I’observation des représentations graphiques réalisées a partir des données
en mode positif, filtrées par stade de développement, a permis d’isoler le stade « Fleurs

ouvertes » (Figure 1V.9).

© 4 Fleurs début
. de
¥ * fructification
o~ N
< o of Fruits
o ©4
S o ¢ fanées
<Ir —
Fleurs
| —- (et
I T T T I
-10 -5 0 5 10

LD1 (41.2%)

Figure 1V.9: Représentation graphique du premier plan factoriel (1*2) de I’analyse
factorielle discriminante réalisée sur 20 variables filtrées a partir des 48 échantillons
floraux, phase aqueuse, analysés par spectrometrie de masse LC-ESI en infusion positive.
Les stades de développement floral étudiés sont, dans I’ordre d’apparition chronologique :
« Boutons fermés », « Boutons ouverts », « Fleurs ouvertes », « Fleurs fanées », « Fleurs
début de fructification » et « Fruits matures ».
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La projection des groupes sur I’axe 2 montre une progression, observée
précédemment avec les autres techniques analytiques, allant du stade « Fleurs début de
fructification » en passant par les stades de boutons puis se terminant par le stade « Fleurs
ouvertes » (Figure 1V.9). Les principales variables impliquées dans la construction de ce
second axe présentent les valeurs de m/z suivantes : m/z = 291 (p = +0,82), m/z =290 (p =
+0,81), m/z =439 (p = +0,78), m/z = 451 (p = +0,78) et m/z = 290 (p = +0,81).

1.3. Discussion

Les résultats des trois différents types d’analyse (RMN et spectrométrie de masse) des
extraits d’Hypochceris radicata permettent d’obtenir des éléments de réponse en observant
d’une part, les représentations graphiques des analyses factorielles discriminantes et, d’autre
part, en interprétant certaines variables significativement impliquées dans la construction de

ces axes factoriels.

L’absence de structuration visible dans les analyses factorielles réalisées en fonction
des facteurs date et lieu de collecte permet de conclure que le facteur prépondérant dans
I’explication de la variabilité phénotypique intrinseque a la plante Hypochceris radicata, pergu

au travers de I’analyse du métabolome, est le facteur stade de développement.

En d’autres termes, les facteurs date et lieu de collecte n’interviennent pas de fagon
prépondérante dans I’explication de cette variance. Cependant, les échantillons végétaux
collectés ne peuvent prétendre constituer un échantillon représentatif de la population végétale
de cette espece. En effet, les dates de prélevement sont relativement échelonnées entre les
mois d’aodt et novembre de la méme année, ce qui permet de bien appréhender le facteur
temps et saison. En revanche, les lieux de collecte sont restreints a quelques départements :
Haute Garonne (31), Pyrénees Atlantiques (64) et Yvelines (78). De ce fait, la conclusion

concernant I’impact du facteur géographique est difficile a établir.

L’ autre élément important & considérer est la mise en évidence, notamment apres les
analyses par spectroscopie de masse PY-PAB-Tof et par spectrométrie RMN, d’une double
composante dans le développement de I’appareil reproducteur végetal avec comme stade
charniére celui de « Fleurs ouvertes ». Ceci montre qu’il existe une différence dans la
synthése de métabolites au cours des différents stades. Nous avons déja mentionné dans le
chapitre | que les épisodes de harper coincident généralement avec la période de floraison

de la plante (11,12). En effet, celle-ci correspond aux mois allant de juin a octobre en Europe
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avec le pic d’incidence de la maladie en aodt et en septembre. Ce pic recule en juin et en
juillet en ce qui concerne les fréquences des cas observés au Japon (13). Les observations des
plans factoriels obtenus, les données épidémiologiques des périodes préférentielles de harper
sont a mettre aussi en relation avec les études réalisées sur la composition de certaines autres
plantes de la famille des Composées ou Astéracées. En effet, dans cette famille, le scyllitol,
ancien nom du scyllo-inositol, est trés largement répandu (14-16). Dans le genre
Chrysanthemum, des hydrates de carbone solubles tels que le L-chiro-inositol et le scyllo-
inositol ont été mis en évidence dans les feuilles et les boutons floraux, et leur présence, dans
ces derniers, serait intimement liée au développement floral. Or, ils auraient un réle
primordial, comme substrats pour la respiration cellulaire, comme molécules
membranaires et comme osmolytes dans I’ouverture des fleurs (6). En effet, cette phase
correspondant a une phase d’expansions membranaires, requiert de grandes quantités
d’énergie, d’ou un besoin accru en sucres. Ceux-ci peuvent étre catabolisés lors de la
respiration cellulaire ou accumulés dans les vacuoles, nécessitant alors un processus

compensant les déséquilibres osmotiques ainsi créés.

L’orientation du métabolome végétal suivant deux composantes nécessite d’étre
expliquée. En effet, retrouve-t-on ces deux axes lorsque I’on étudie la réponse métabolique

des animaux a I’ingestion d’Hypochceris radicata ?

Afin de répondre a cette question, une expérimentation sera détaillée dans la seconde

partie de ce chapitre.

Les variables significativement impliquées dans la construction des plans factoriels
d’intéréts et issues des trois techniques d’analyse permettent tout d’abord de souligner
I’absence d’identification du scyllo-inositol et du myo-inositol dans les variables filtrées et
considérées comme significatives car impliquées dans la structuration de I’information. En
effet, méme si beaucoup de variables explicatives des axes 1 et 2 des analyses factorielles
discriminantes n’ont pu étre identifiées lors des analyses par RMN du proton, aucun des
déplacements chimiques de ces deux molécules, notamment le déplacement chimique
6 = 3,34 ppm du scyllo-inositol, n’a été répertorie. De méme, les rapports m/z caractéristiques
des ions issus de la fragmentation du myo- et du scyllo-inositol n’ont pas été retrouvés (17).
En revanche, I’observation des spectres des extraits hydrosolubles d’inflorescences
d’Hypocheeris radicata a montré la présence de pics relatifs au myo- et au scyllo-inositol au

sein du végétal au stade « Fleurs ouvertes » (Figure IV.6 et Figure IV.7).
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De plus, certains composés connus chez Hypocheeris radicata comme des
sesquiterpenes, un glucoside phénylbutanoide, des guaianolides lactones sesquiterpenes, ainsi
que 12 nouveaux glucosides de sesquiterpene n’ont pas eté retrouvés dans les variables

expliquant la séparation des différents stades de développement (18, 19).

En revanche, lors de I’analyse par RMN du *H, nous avons pu remarquer que la
grande majorité des variables obtenues apres filtration possédait un déplacement chimique
compris entre 3 et 5 ppm, dans le secteur des oses avec une nette prédominance des sucres
comme le glucose, le fructose, le sucrose. Ceci expliquerait I’appétence du végétal et sa
consommation préférentielle par les animaux lorsqu’ils paturent sur une parcelle ou d’autres
especes végétales sont présentes. De plus, cette observation peut étre mise en paralléle avec
une étude réalisée sur la composition en inositols phosphate de graines de Fabacées ou
Légumineuses (20). Lors de cette étude, les auteurs ont identifié les déplacements chimiques
relatifs aux différents inositols phosphates retrouvés habituellement dans la plante. Or, il est
apparu que certains de ces déplacements pouvaient concorder avec ceux retrouvés lors des
analyses par RMN du proton, effectuées sur les extraits aqueux d’Hypocheeris radicata. Dans
cette étude, certains déplacements chimiques d’inositol phosphate tels ceux de I’inositol
(1,2,3,5,6)Ps a 6 = 3,63 ppm, I’inositol (1,3,4,5)P,a 6 = 4,12 ppm, I’inositol (1,4,5)P;a & =
3,74 ppm, I’inositol (1,2,6)Pzad = 4,18 ppm, I’inositol (4) ou (6)P1ad = 3,59 ppm et & = 3,32
ppm, I’inositol (1) ou (3)P; a 6 = 3,42 ppm pourraient correspondre a certaines variables
ressorties comme significativement impliquées dans la variance relative au facteur stade.
Cependant, I’identification exacte de ces composés aurait nécessité de réaliser des analyses
supplémentaires en RMN 2D HSQC, avec des standards ou des analyses en RMN du *'P. De

ce fait, aucune conclusion ne peut étre avanceée.

De plus, si certains inositols phosphate sont des molécules susceptibles d’entrainer les
disruptions chez I’animal, leur présence ubiquitaire chez de nombreux végétaux laisse
perplexe quant a leur véritable toxicité chez I’animal. En effet, I’acide phytique, autre nom
de [I’hexaphosphate d’inositol, est principalement reconnu pour avoir des effets
antinutritionnels. Néanmoins, des 1990, Smith et al. mettaient en évidence que
I’hexaphosphate d’inositol (IPs) pouvait conduire a des crises convulsives (21). Dans la
continuité, Sun et al. (1992) ont pu préciser I’action excitotoxique de I’hexaphosphate
d’inositol sur les neurones (22). Cette neuroexcitation serait intimement liée au pouvoir

chélateur de I’1Pg sur les ions Ca®* extracellulaires, I’administration conjointe de chlorure
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de calcium (CaCl,) a la dose de 30 nmol abolissant la toxicité. Cette chélation serait
responsable d’une augmentation en Ca?" intracellulaire, augmentation déja mentionnée
dans les chapitres précédents dans des pathologies nerveuses telle la polyneuropathie
sensorimotrice distale diabétique. En paralléle, cette derniére étude souligne I’inaptitude du
myo-inositol & agir sur les variations de concentration en Ca®* et donc son incapacité & étre

responsable d’excitotoxicité nerveuse.

Parmi les variables explicatives des différents stades de développement, deux des 3
variables identifiant le L-chiro-inositol, un autre stéréoisomere du myo et du scyllo-inositol,
avec des déplacements chimiques a 6 = 3,58 ppm et & & = 3,75 ppm pourraient correspondre.
Cependant, des analyses supplémentaires en RMN 2D HSQC en comparant avec des
standards seraient nécessaires. Le L-chiro-inositol a déja été identifié dans les feuilles, tiges et
fleurs de certaines Composées, comme il a pu en étre fait mention précédemment. De plus, ce
composé serait présent dans les plantes en concentration plus importante que son isomere, le

scyllo-inositol (6).

Autre fait intéressant a soulever, 4 déplacements chimiques (& = 3,68 ppm, 6 = 3,89
ppm, 6 = 3,97 ppm et 6 = 4,18 ppm) sur les 7 que compte le 2-O-(p-L-arabinopyranosyl)-
myo-inositol, identifié auparavant dans des feuilles de thé vert Longjing, sembleraient
correspondre & ceux retenus apres filtration statistique des variables (23). Néanmoins, la
confirmation nécessiterait une analyse complémentaire en RMN 2D HSQC avec comparaison

avec des standards.

De plus, le galactinol ou 1-O-(a-D-galactopyranosyl)-myo-inositol, un galactoside
du myo-inositol, combinaison entre le galactose et le myo-inositol, posséde un role
prépondérant chez les végétaux en tant que précurseur dans la synthese du raffinose
(triholoside compose d'une unité de galactose, d'une unité de glucose et une unité de fructose).
Il a été démontré que le galactinol, tout comme le raffinose, intervient en tant
gu’osmoprotecteur au sein de la plante, dans les processus de tolérance et de résistance aux
stress engendrés par la sécheresse et la dessiccation, ainsi que dans les processus de
maturation des graines et donc de I’appareil reproducteur (24). Ces données sont a mettre en
parallele des éléments épidémiologiques qui soulignent la prédominance des cas de harper

apres des épisodes de sécheresse intense.
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En fonction de ces données et de nos résultats, on peut émettre I’hypothese que des
plants d’Hypocheeris radicata, soumis a des conditions de sécheresse, seraient susceptibles de
synthétiser des composés comme le galactinol, un éventuel précurseur de myo-inositol, grace
a la catalyse d’une enzyme de type galactinol-raffinose galactosyltransferase (Figure 1V.10).
Cependant, jusqu’a ce jour, cette enzyme n’a été mise en évidence que chez certains végétaux
appartenant a la famille des Légumineuses, comme le pois (Pisum sativum L.), la lentille
(Lens culinaris L.), le Haricot azuki (Vigna angularis Willd.), ou a la famille des
Curcubitacées avec les courges ou Cucurbita pepo L.. De plus, ces a-galactosidases ne sont
pas ou trés peu présentes chez les animaux monogastriques (25,26). Mais le cheval est un
monogastrique herbivore qui posséde une flore caecale constituée de bactéries et de
protozoaires dont les activités a- et f-galactosidiques sont connues (27). On peut donc
supposer que le cheval, de par son métabolisme digestif spécifique, serait plus sensible car
capable d’hydrolyser des oligosides composés a partir de myo-inositol, libérant ainsi du
cyclitol. Ceci expliquerait sa sensibilité¢ face au potentiel de disruption d’Hypochceris
radicata. La présence d’une flore caecale chez les rongeurs, certes différente de celle du
cheval, permettrait peut-étre d’expliquer la perturbation de la balance scyllo/myo-inositol mise

en évidence dans leur cerveau.

211



Chapitre IV Explorations complémentaires

HO

-Jg_...m
m,mj_‘;}-m
0™ “Iﬁ ;.
HO
galactinol il -
raffinose

IIu-E

HO

‘II'I

i oyt

myo-inositol

stachyose

Figure 1V.10 : Réaction catalysée par I’enzyme galactinol-raffinose galactosyltransférase,
permettant la libération de myo-inositol a partir de galactinol.

De plus, outre I’augmentation des teneurs en galactinol, certaines études ont montré
gu’il existe une augmentation de la biosynthése de O-méthyl-inositol lors de stress
osmotiques induits par des déficits hydriques. En effet, lors de stress impliquant des
troubles hydriques et ioniques, les réserves d’oligosaccharides de la famille du raffinose et du
stachyose des parties chlorophylliennes diminuent du fait de la réorientation du
metabolisme du myo-inositol vers la biosynthése de O-méthyl-inositol (28) (Figure 1V.11).
Outre des propriétés osmoprotectrices, cette derniere molécule a des propriétés
antioxydantes et agit comme intermédiaire de détoxification métabolique en retirant I’exces
de groupements méthyle produits par les tissus photosynthétiques placés en conditions de
stress. Ce compose, contrairement aux oligosaccharides piégés dans les vacuoles, peut
également étre facilement libéré des cellules végétales de I’appareil végétatif, parcourir le
phloéme ou circule la séve élaborée et accéder ainsi aux organes reproducteurs (29)
(Figure 1V.11).
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Figure 1V.11: Voies métaboliques montrant les flux de carbone, dans la cellule
chlorophyllienne lors de stress et de déficit hydrique. Une fois synthétisés, les méthyl-
inositols ont la capacité de pouvoir étre exportés hors des cellules chlorophylliennes
jusqu’aux organes reproducteurs. SAM : S-adénosyl méthionine, UDP : uridine di phosphate,
UDPGal : Uridine di phosphate galactose, Pi: phosphate inorganique, NAD(P)":
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, forme oxydée, NAD(P)H : nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate, forme réduite. D’apres Pattanagul et al. (1999).

Les types de méthylinositols qui peuvent étre produits dans les cellules végétales sont
assez nombreux (30). Le D-pinitol ou 1D-3-méthyl-chiro-inositol a été retrouvé chez
certaines Fabacées (31) et chez des gamétophytes (32). Le D-ononitol ou 4-O-méthyl-inositol
(3) et le O-méthyl-scyllo-inositol ont été mis en évidence dans le genre Vigna sp. soumis a un
stress hydrique (3). De ce fait, il est probable que certains composés polyols cycliques ou
cyclitols, méthylés ou non, soient produits, accumulés dans le cytosol des cellules
chlorophylliennes, puis transférés en plus grandes quantités au sein des appareils
reproducteurs d’Hypochceris radicata lors de stress hydrique. La plante ingérée, ces inositols
pourraient étre catabolisés dans I’organisme animal et fournir du scyllo-inositol lors du

processus de déméthylation.

Lors des analyses par spectrométrie de masse LC-ESI en mode positif, la variable
ayant un rapport m/z = 290 est ressortie comme significative dans la ségrégation des stades de

développement. Nous pouvons émettre I’hypothese que cette variable explicative pourrait étre
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reliée a la présence d’un hexitol (33) ou d’un hexose (34), ce qui pourrait étre un élément
supplémentaire confirmant la présence d’un isomére d’inositol, conjugué ou non au sein du

vegétal. Cependant, aucune identification structurale n’a permis de le confirmer.

En conclusion de cette étude, il apparait que le potentiel disrupteur d’Hypochceris
radicata serait li¢, d’une part, a son développement floral avec la synthese et/ou la
mobilisation de certains métabolites secondaires et, d’autre part, a une réorientation de son
metabolisme a la suite d’un stress hydrique ou osmotique. On ne peut pas, a ce jour, relier
ces deux facteurs mais les éléments de réponse apportés par la littérature, ainsi que les
variables significativement impliquées et explicatives du statut particulier des stades de
développement examinés ici, convergent vers le fait suivant: le potentiel de disruption
métabolique d’Hypocheeris radicata serait vraisesmblablement relié a la présence de composeés
(méthylés, isomeres ou glycosides) obtenus a partir de myo-inositol ou d’autres polyols et la
teneur de ce(s) composé(s) dans la plante augmenterait en réponse a un stress hydrique et/ou

ionique (4).

Dans le but de déterminer si les deux dimensions phénotypiques observées chez
Hypocheeris radicata se retrouvent chez I’animal, apres ingestion de la plante, une
expérimentation in vivo a été conduite. Celle-ci a été réalisée en testant les différents stades
de développement floral et en utilisant plusieurs doses de végétal incorporé dans I’aliment.
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2.  Etude métabonomique chez I’animal

Cette étude a été menée dans le but de caractériser le type de réponse métabolique

de I’animal en fonction de I’ingestion des différents stades floraux.

En d’autres termes, retrouve t-on chez I’animal les deux dimensions phénotypiques
observees chez le végétal ou une seule composante ? Si le profil métabolique présente deux
orientations de disruption, une synthese de principes toxiques peut supposer étre réalisée en
deux temps au cours du développement floral. En revanche, si le profil ne rend compte que
d’une seule composante de disruption, une seule de ces syntheses végétales serait susceptible
de générer des principes toxiques pour I’animal. En projetant la réponse métabolique de
I’animal sur une échelle de dose, on peut espérer hiérarchiser le potentiel toxique de chaque

facteur et plus particuliérement le potentiel de disruption métabolique de chaque stade floral.

2.1.  Matériel et méthodes
2.1.1. Matériel végétal

Cette expérimentation de métabonomique a pour but de tester, d’une part, le potentiel
toxique d’un pool moyen d’Hypochoeris radicata, obtenu par mélange des 48 échantillons, le
tout incorporé suivant une échelle de doses croissantes (0, 0,5, 1, 3, 6 et 9%) dans I’aliment
de base UAR 210 (Tableau 1V) et, d’autre part, la réponse animale a I’ingestion de chaque
stade de développement (« Boutons fermés », « Boutons ouverts », « Fleurs ouvertes »,
« Fleurs fanées », « Fleurs en début de fructification », « Fruits matures »), le tout incorporé

aux doses de 3 ou 9% dans I’aliment (Tableau 1V.4).

Dans le cas des régimes contenant 3, 6 et 9% d’Hypocheeris radicata, un
réajustement de la composition du régime en énergie, en protéines et en lipides a été réalisé

en utilisant de I’huile de colza et de la caséine, comme présenté précédemment (chapitre I1).

2.1.2.  Animaux et expérimentation

108 souris de souche consanguine C57BL/6J, de sexe méle (Charles River,
L’Arbresle, France), agées de 5 semaines et pesant 15 a 20 g environ en début
d’expérimentation ont été utilisées. 36 souris ont été prélevées au hasard afin de tester
I’échelle de doses du pool moyen de fleurs d’Hypochceris radicata. Le régime a été distribué,
pour chaque dose, a six souris (Tableau 1V.4).
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Tableau 1V.4 : Répartition des souris en fonction de la dose d’Hypochceris radicata en pool
moyen testé.

Doses 0% 0,5% 1% 3% 6% 9%
Nombre . . . . . .
individus/lot 6 6 6 6 6 6

Nom des lots MO MO05 M1 M3 M6 M9

Les souris ont été placées dans des cages collectives en plastique a couvercle

métallique, par groupe de 3.

En paralléle, 72 souris prélevées au hasard ont permis de tester chaque stade de
développement floral avec deux doses (3 et 9%0). Les régimes ont été distribués a six souris

pour une dose et un stade de développement spécifiques (Tableau 1V.5).

Tableau IV.5 : Repartition des souris en fonction du stade de développement testé et de la
dose correspondante.

Stades Boutons Boutons Fleurs pleine . Ll &G Fruit
) . . Fleurs fanées de o
de développement fermés ouverts floraison P matures
fructification
3% BF3 BO3 FO3 FF3 FD3 FR3
Nom
des lots
9% BF9 BO9 FO9 FF9 FD9 FR9
Nombre
individus/lot 6 6 6 6 6 6

Les souris ont été placées dans des cages collectives en plastique a couvercle
métallique, par groupe de 3. L’expérimentation a duré 15 jours. Une période d’adaptation de
5 jours au minimum, apres réception des animaux, a été réalisée, durant laquelle les animaux
ont été nourris avec de I’aliment UAR 210 en poudre. A partir de Jo, les animaux ont recu le
régime qui leur a été assigné (Tableau IV.4 et Tableau 1V.5). Ce dernier a été distribué a heure

fixe, dans des récipients en porcelaine.

Les urines ont été prélevées a Jo, Ji, Ja, Jg, J11 €t Jis, individuellement pour chaque
animal par compression légere de la vessie. Au terme des 15 jours d’administration du

régime, les animaux ont été sacrifiés en suivant le méme protocole que celui exposé dans les
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chapitres précédents. Les organes, foies et cerveaux ont eté prélevés et congelés a -80°C. Les
urines et les extraits des organes ont été analysés par RMN du proton.

2.2.  Résultats
2.2.1. Données zootechniques

L analyse statistique par ANOVA du poids des animaux ainsi que des poids des
cerveaux, foies et reins n’a pas permis de mettre en évidence des differences entre les

animaux ni un effet lié a la dose ou au stade floral.

2.2.2. Etude métabonomique sur urines

Les analyses factorielles discriminantes des profils métaboliques urinaires pris tous
ensemble, n’ont pas permis d’observer de structure factorielle particuliere. Aussi, les
échantillons issus de la gamme étalon du pool et les échantillons des différents stades ont été

analysés séparément.

En outre, aucune correction de type OSC n’a été nécessaire pour obtenir des

graphiques lisibles.

Pour les stades de développement, la représentation graphique de I’analyse factorielle
discriminante réalisée a partir des donneées filtrées a partir du facteur lot (Figure 1V.12)
montre une construction quasi-unidirectionnelle de ces stades avec un échelonnement de
ceux-ci dans un ordre précis, de gauche a droite sur la figure 12 : FR, FD, FF, FO, BF, BO,

quelle gue soit la dose choisie, 3 ou 9%.
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BF/FO/
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3% HR

FR9

LD2 (18.1%)
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|
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LD1 (20.3%)

Figure 1V.12 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante suivant le
plan factoriel 1*2, sur 150 variables filtrées, & partir des données RMN du 'H des
échantillons urinaires des souris testant les différents stades de développement. La
projection des échantillons sur I’axe 1 rend compte de I’échelle de potentiel de disruption en
fonction des stades, proportionnelle a la dose d’Hypocheeris radicata (HR). Les groupes
testant les différents stades de développement sont identifiés par le stade (BF : « Bouton
fermé », BO : « Bouton ouvert », FO : « Fleur pleine floraison », FF : Fleurs fanées », FD :
« Fleur en début de fructification », FR : « Fruits matures ») et la dose d’Hypochceris radicata
(3 et 9%).

L’analyse de ces mémes échantillons en fonction du facteur correspondant a
I’interaction entre la date et le lot, permet de représenter I’évolution du métabolisme au
cours du temps (Figure 1V.13). Sur cette représentation, le premier plan factoriel permet de
souligner une évolution de la réponse metabolique des animaux apres ingestion
d’Hypochceris radicata, (I’axe 1 représente 34,5% d’inertie). Cette réponse est en majeure
partie expliquée par deux metabolites : le scyllo-inositol (6 = 3,35 ppm, p = +0,95) et le myo-
inositol (6 = 4,06 ppm, p = -0,81). Cette réponse est qualitativement la méme, quelle que soit
la dose utilisée, les trajectoires étant paralleles et identiques. Elle débute par une phase
d’adaptation de I’organisme au nouveau régime durant les premiers jours (jusqu’a Ji/Js) qui
est plus importante pour la plus forte dose et qui est matérialisée par la projection des groupes
sur I’axe 2 (11,5% d’inertie). La variable majoritairement impliquée dans cette composante

est la triméthylamine, détectée a 6 = 2,88 ppm avec une contribution positive de +0,87.

218



Chapitre IV Explorations complémentaires

15
|

10

S i
Adaptation puis
disruptions
proportionnelles
a ladose

_EI8FD9
JgFO3 =8

LD2 (11.5%)

-10

- - LD1 (34.5%) - -
Myo-inositol Scyllo-inositol

Figure 1V.13 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante suivant le
plan factoriel 1*2, sur 180 variables filtrées, & partir des données RMN du 'H des
échantillons urinaires des souris consommant les différents stades de développement
d’Hypocheeris radicata (HR), en fonction du facteur date*lot. La projection des échantillons
sur le premier axe rend compte de I’évolution de I’intoxication au cours du temps qui est
parallele, quelle que soit la dose d’Hypochceris radicata utilisée dans le régime. La projection
sur I’axe 2 montre la période d’adaptation des organismes entre Jo et J, qui est proportionnelle
a la dose. Les groupes testant les différents stades de développement sont identifiés par le
stade (BF : « Bouton fermé », BO : « Bouton ouvert », FO : « Fleur pleine floraison », FF :
Fleurs fanées », FD : « Fleur en début de fructification », FR : « Fruits matures ») et la dose
d’Hypochceris radicata (3 et 9%) et grace au jour de collecte (de Jo @ J15).

Apres filtration du nombre de variables par ce méme facteur (date*lot), une
représentation des échantillons urinaires issus des animaux ayant consomme la gamme étalon
obtenue a partir d’un pool moyen d’Hypochceris radicata a été réalisée. Elle permet de
mesurer sur une échelle ordonnée le potentiel disrupteur des différentes doses testées, par
projection sur I’axe 1 (33,1% d’inertie) et I’augmentation de ce potentiel en fonction de la

durée d’administration du régime, par projection sur I’axe 2 (Figure 1V.14).
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Figure 1V.14 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante suivant le
plan factoriel 1*2, sur 90 variables, & partir des données RMN du 'H des échantillons
urinaires des souris recevant la gamme étalon de pool moyen d’Hypochceris radicata (HR),
en fonction du facteur date*lot. La projection des echantillons sur le premier axe renseigne
sur I’évolution du métabolisme au cours du temps, celle sur I’axe 2 matérialise I’échelle de
dose d’HR et donc le potentiel toxique. Les groupes sont identifiés grace au jour de collecte
(de Jo a J15) et a la dose de pool végétal incorporée dans leur régime (de MO = 0% HR a M9 =

9% HR).

Parmi les variables les plus impliguées dans la construction de I’axe 1, on retrouve le

scyllo-inositol (8 = 3,35 ppm, p = +0,94) et I’hippurate (5 = 3,97 et & = 7,84 ppm avec des

contributions respectives p = + 0,85 et + 0,87).
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2.2.3. Etude métabonomique des cerveaux

L analyse des extraits lipophiles des cerveaux n’a pas permis d’identifier de structure
définie dans I’organisation des données. En revanche, aprés filtration des données, I’analyse
factorielle discriminante réalisée sur celles-ci, sur extraits aqueux, présente une échelle des
disruptions métaboliques en fonction de la dose. Cet axe renferme la majeure partie de la
variance (97,7%) (Figure 1V.15). 1l est expliqué principalement par 4 variables, elles-mémes
se rapportant a 2 métabolites anti-corrélés : le myo et le scyllo-inositol, la concentration de

ce dernier augmentant proportionnellement a la dose.

0,5% 1% 3% 6% 91%

- /N Ve A \I(_H( N \(_Tﬁ

10

®

a M3
Myo- 7
inositol ‘ ; w : — - ' isncoyslilt(())-l

-20 -10 0 10

Axe 1 : Intensité de la disruntion (97.7 %)

Figure 1V.15 : Représentation graphique de I’Analyse Factorielle Discriminante suivant le
plan factoriel 1*2, sur 8 variables filtrées, a partir des extraits aqueux de cerveaux des
souris ayant consommé la gamme étalon de pool moyen d’HR a différentes doses. L’axe,
qui explique 97,7% de I’inertie, permet de séparer les groupes en fonction de la dose. Les 2
métabolites majoritairement impliqués dans la construction de cet axe sont le scyllo-inositol et
le myo-inositol. Les groupes sont identifiés grace au jour de collecte (de Jo a Jis) et a la dose
de pool végétal incorporée dans leur régime (de MO = 0% HR a M9 = 9% HR).

En étudiant simultanément les cerveaux des individus ayant ingéré le mélange propre a
chaque stade de développement suivant les 2 doses et ceux ayant ingéré le pool étalon a 6
doses différentes, I’analyse factorielle discriminante montre trois points importants (Figure
IV.16) :
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- tout d’abord, les échantillons issus des individus ayant ingéré différents stades de

développement aux doses de 3 et 9% se projettent au méme niveau que les

échantillons relatifs aux individus testant le pool étalon aux doses de 3 et 9%.

- chez I’animal, la réponse est résumée a une seule composante, contrairement au

métabolome de la plante qui présentait 2 composantes factorielles.

- enfin, la disposition et I’ordre des différents stades sur I’échelle de « potentiel

toxique » apparaissent comme identiques pour les doses de 3 et 9%. Les stades

correspondants aux stades de pleine maturité de I’appareil reproducteur : « Bouton

ouvert » (BO) et «Fleurs ouvertes » (FO) semblent étre les stades revétant la

potentialité toxique la plus importante.
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Figure 1V.16 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante (premier
plan factoriel : 1*2 sur 10 variables filtrées, a partir des extraits de cerveaux des souris en
fonction des lots suivant les deux premiers axes (gamme étalon + différents stades de
développement testés a 3 et 9%). L’axe 1 qui explique 96,9% d’inertie permet de séparer les
lots en fonction du facteur dose. Les 2 métabolites majoritairement impliqués dans la
construction de cet axe sont le scyllo-inositol et le myo-inositol. Les groupes de la gamme
étalon sont M0, M05, M1, M3, M6 et M9. Les groupes testant les différents stades de
développement sont identifiés par le stade (BF : « Bouton fermé », BO : « Bouton ouvert »,
FO : « Fleur ouvertes », FF : Fleurs fanées », FD : « Fleur en début de fructification », FR :
« Fruits matures ») et la dose d’Hypocheeris radicata (3 et 9%).
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Cet ordre est confirmé en réalisant un agrandissement (Figure 1V.17) dans lequel ne
sont analysés que les échantillons obtenus aprés administration des différents stades de

développement.

3% 9%

LD2 (3.7%)

| >~ \
i : i FO3 m
+|FR !FD/BF; FF: BO/FO
S s s Scyllo-
Axe 1 - Dose inositol

Figure 1V.17 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante (premier
plan factoriel : 1*2) sur 9 variables filtrées a partir des extraits de cerveaux des souris en
fonction des lots suivant les 2 premiers axes. L’axe 1 qui explique 88,2% de I’inertie permet
de separer les lots en fonction de la dose avec comme métabolite majoritairement impliqué le
scyllo-inositol. On observe également une bonne séparation des stades de développement sur
cet axe et ceci, suivant un motif identique quelle que soit la dose ingérée. Enfin, le pouvoir de
disruption métabolique semble étre maximal pour les stades de pleine maturité florale (BO :
« Bouton ouvert » et FO : « Fleur pleine floraison »). Les groupes sont identifiés par le stade
(BF : « Bouton fermé », BO : « Bouton ouvert », FO : « Fleur ouvertes », FF : Fleurs fanées »,
FD : « Fleur en début de fructification », FR : « Fruits matures ») et la dose d’Hypochceris
radicata (3 et 9%).

Cet echelonnement des différents stades est similaire a I’ordre observé en étudiant le
métabolome du végétal : le stade susceptible d’engendrer le maximum de disruptions
métaboliques chez I’animal correspond au stade situé a la charniére entre les deux dimensions
phénotypiques de la plante, c'est-a-dire le stade de pleine floraison. De plus, I’organisation en
fonction des différents stades est particulierement bien visible au sein de la dose a 3% mais
I’est moins pour la dose a 9%, ceci pouvant étre di a un effet de « saturation » chez I’animal

apparaissant aux fortes doses.
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2.3. Discussion

Cette étude a été menée en vue de caractériser la reponse de I’animal a la suite de
I’ingestion des différents stades de développement de la plante. En effet, chez la plante,
deux dimensions phénotypiques ont pu étre mises en évidence lors de la synthése des
métabolites au cours du développement floral. En revanche, chez I’animal, il est apparu que
sa réponse ne révélait qu’une seule des deux composantes visibles chez le végeétal,
matérialisant un pouvoir de disruption métabolique. De ce fait, I’animal ne serait réceptif qu’a
certain(s) métabolite(s) synthétisés appartenant a une seule de ces deux dimensions

phénotypiques.

Dans un méme temps, la réalisation de cette expérimentation a permis d’établir une
échelle de toxicité pour I’animal. En testant les différents stades de développement floral
chez I'animal et en les projetant sur cette échelle, il est apparu que le potentiel de
disruption métabolique était maximal lors de la pleine maturité florale. Les observations
issues de cette étude viennent donc étayer les données épidémiologiques deja précédemment
mentionnées. En effet, celles-ci soulignaient que la période durant laquelle les cas de harper
pouvaient étre recensés coincidait avec la période de pleine maturité florale d’HR (11-13). De
plus, dans la premiere partie de ce chapitre, nous avions souligné que, chez certains autres
genres de la famille des Astéracées, le développement floral était intimement associé a
I’augmentation d’isoméres d’inositol, notamment de chiro-inositol (6). Ceci montre que la
synthese de métabolites secondaires pouvant présenter un pouvoir toxique serait intimement
liée a la période de floraison. En paralléle, les études épidémiologiques et les éléments
d’explication proposés dans le paragraphe précédent ont montré I’importance du stress
hydrique comme facteur prédisposant a la synthese éventuelle de metabolites végétaux
potentiellement toxiques pour I’animal. Deux facteurs interviendraient donc dans ce
processus, un facteur intrinséque au végétal, la maturation du systéme reproducteur, et
un facteur extrinséque au végétal, les conditions de stress hydrique auxquelles il doit faire
face. Dans quelle mesure ces deux facteurs sont-ils liés ? Nous pouvons émettre I’hypothese
que ce n’est que lors de la phase de pleine floraison qu’une plante est susceptible de
synthétiser des métabolites secondaires spécifiques et, a la suite d’un stress hydrique
supplémentaire, la plante peut orienter cette synthése vers d’autres métabolites (35) présentant

un pouvoir de disruption metabolique pour I’animal.
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De plus, une autre observation mérite d’étre mentionnée. En effet, en projetant les
différents stades de développement floral sur I’échelle de toxicité, il est apparu que ces stades
se projettent au sein de leurs doses respectives. En d’autres termes, méme si une progression
et une variation de la potentialité toxique entre les différents stades existent, celles-ci sont
moindres que I’effet disrupteur lié a la dose. Ceci tend a suggérer que le facteur de risque le
plus important ne serait pas tant le stade auquel se trouve la plante avant que I’animal ne
I’ingére mais plus la quantité de végetal ingére, et ce, quel que soit le stade de
développement floral auquel appartiennent les plantes ingérées. Cette conclusion va a
I’encontre de la conclusion précédente et minimise I’impact toxique du stade d’inflorescence
en pratique. De ce fait, les facteurs revétant le plus d’importance dans le potentiel de
disruptions métaboliques de la plante seraient le stress hydrique de la plante et la dose

ingéreée via la quantité de veégétal consommeée par I’animal.

Néanmoins, la traduction en termes de disruptions métaboliques générées chez
I’animal correspond toujours a une augmentation de la concentration en scyllo-inositol

associée a une diminution en myo-inositol.

Ce pouvoir de disruption métabolique subit en revanche un effet de saturation pour
les fortes doses. Le fait qu’une saturation de la réponse métabolique soit observable au sein
du cerveau des animaux consommant la plante et, de facon moins significative au sein des
urines, pourrait laisser supposer que cette dose de 9% induit une incapacité de I’animal a
compenser les perturbations homéostasiques auxquelles il doit faire face, celles-ci
dépassant sa capacité de plasticité métabolique. Ceci pourrait représenter un seuil de

toxicité méme si aucun signe clinique n’est encore visible, chez I’animal de laboratoire.

En paralléle avec cette exploration du végétal, des expérimentations ont été menées
afin de tester I’effet d’un traitement. En recourant a des analogies thérapeutiques comme les
essais a la phénytoine, au baclofen ou a la méphénésine ont pu I’étre, des essais avec de la

taurine ont été tentés sur des chevaux mais eégalement sur des animaux de laboratoire.
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B.  Etude exploratoire de I’impact métabonomique de la taurine
1.  Contexte scientifique

La taurine ou acide 2-amino-éthane-sulfonique est un g-acide aminé sulfuré issu du
métabolisme de la méthionine et de la cystéine. Contrairement aux a-acides aminés (36,37),
elle ne rentre pas dans la synthése protéique. De formule brute C,H;NO3S, elle différe des
autres acides aminés car elle contient un groupement acide sulfonique et non carboxylique
(Figure 1V.18).

O3g7°

HaN" ™~"""0H

Figure 1V.18 : Structure de la taurine ou acide 2-amino-éthane-sulfonique.

Sa biosynthese, a partir de la cystéine, requiert une étape préalable de décarboxylation
réalisée par I’acide sulfinique cystéine décarboxylase, ce qui conduit a la formation
d’hypotaurine (Figure 1V.18). Ceci constitue I’étape limitante. En effet, cette enzyme
nécessite du phosphate de pyridoxal (vitamine Bg) comme coenzyme. De ce fait, une

déficience en vitamine Bg entraine une diminution de la teneur en taurine endogene (38).

Cystine | (précurseur)

Acide sulfinique

Cystéine cvstéine
Cystéine )| Acide sulfinique cystéine )’m )

déoxvgénase décarboxvlase

Hyvpotaurine
v deshvdrozénase

Glutathion
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Figure 1V.19 : Voie de synthése de la taurine.

La taurine est présente a forte concentration dans de nombreux tissus et joue un role
majeur dans de trés nombreuses fonctions biologiques (37,39). Ainsi, elle représente preés de
50% du pool des acides aminés dans les lymphocytes sans que sa fonction a ce niveau soit
connue. Elle est aussi nécessaire a la formation des sels biliaires, au fonctionnement de la

rétine, a la stabilisation des membranes biologiques, a I’homéostasie calcique, a
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I’osmorégulation, a la modulation de I’apoptose et a la stimulation de la glycolyse et de la

glycogenése.

Sans entrer dans le détail de ses nombreux autres rdles biologiques, les fonctions de la
taurine au sein du systeme nerveux meritent d’étre développées. La taurine est un des acides
aminés contenant du soufre, parmi les plus abondants au sein du cerveau. Les régions
cérébrales les plus riches en taurine ou celles trés sensibles a des variations de la
concentration en taurine sont I’hippocampe, le corps strié et les projections corticostriées. Les
conditions de stress, d’hypoxie ou de privation énergétique induisent une élévation de la
concentration en taurine au niveau du systeme nerveux central, ceci pouvant étre en relation
avec son réle d’antioxydant. Sa présence est nécessaire dans le développement neuronal et
dans le fonctionnement normal du systéeme nerveux central des mammiferes de par son role
neuroprotecteur. En effet, in vitro, de faibles doses de taurine peuvent diminuer I’agrégation
de peptides S-amyloides, un des principaux composants des structures aberrantes retrouvées
au sein de cerveaux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer (40). Il a pu étre démontré
que la taurine protégeait également les neurones au sein du systéeme nerveux central de
dommages excitotoxiques induits par de fortes concentrations en glutamate extracellulaire
(41), en prévenant la dépolarisation membranaire induite par celui-ci, probablement par
I’intermédiaire de [I’ouverture de canaux chlore. De ce fait, la taurine préviendrait
I’augmentation des influx de calcium induite par le glutamate (41). La taurine active les

récepteurs GABAA et intervient donc en tant qu’inhibiteur des excitations neuronales.

De nombreux travaux réalisés sur les complications du diabete sucre et, notamment
sur les polyneuropathies sensorimotrices distales associées, ont montreé le réle prépondérant
joué par la taurine (7, 8). Le phénomene douloureux, omniprésent, associé aux neuropathies,
pourrait résulter d’une hyperexcitabilité neuronale secondaire a des altérations du
métabolisme calcique, au sein des neurones sensitifs. Or, les roles d’osmolyte,
d’antioxydant, de modulateur d’ions calcium Ca?*, de neurotransmetteur, d’inhibiteur
et d’analgésique de la taurine expliqueraient qu’une diminution de la concentration de cet
acide aminé dans la pathogénie du diabéte prédisposerait a une hyperexcitabilité neuronale et
donc, a la douleur récurrente qui en découle. Les travaux de Pop-Busui et al., en 2001, ont en
effet montré que des rats STZ-D (Streptozotocin diabetic) supplémentés avec 1% de
taurine, avaient une meilleure vitesse de conduction nerveuse par rapport aux rats

témoins (8).
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De facon complémentaire, Li et al. (2005), en travaillant sur le méme modeéle de rats
STZ-D, ont pu montrer qu’une supplémentation du régime avec 2% de taurine durant 6 a 12

semaines atténuait les déficits de conduction nerveuse des animaux diabétiques (7).

De plus, il a été montré qu’une carence en taurine était associée a de nombreuses

autres maladies nerveuses telles que I’épilepsie (37) ou le syndrome d’abstinence alcoolique

(42).

Concernant le réle de la taurine au niveau comportemental, Wei Chen et al. (2004) ont
mis en évidence des effets potentiellement anxiolytiques de cette molécule avec le test du
labyrinthe en croix surélevé chez la souris (10). Dans cette espece, des administrations per o0s
de taurine entrainent, aprés une unique administration de 60 mg/kg (soit environ 4% du
régime), une augmentation du temps passé dans les branches ouvertes d’un labyrinthe en
croix suréleve. Wei Xi Kong et al. (2006) ont mis en évidence I’effet de la taurine dans
I’atténuation de I’anxiété (9). L utilisation de tests classiques pour évaluer I’anxiété comme
les tests de la planche a trous, de I’openfield et celui révélant les caractéristiques des
interactions sociales ont permis, en utilisant comme témoin positif le diazepam, drogue

anxiolytique, de montrer I’action anxiolytique ou modulatrice de I’anxiéte de la taurine.

Comme les animaux atteints de harper australien présentent un tableau clinique
général pouvant s’apparenter a une polyneuropathie sensorimotrice distale caractérisée par
des déficits de conduction nerveuse, le tout associé a une composante anxiogéne, nous avons
émis I’hypothese qu’il existait peut-étre un déficit fonctionnel en taurine chez les animaux
atteints ou, tout du moins, qu’il existait une possible action bénéfique de celle-ci, méme de
facon indirecte.

Ainsi, des essais de traitement avec de la taurine sont encore actuellement menés sur
des chevaux atteints de harper. La taurine en poudre est distribuée dans la ration a raison de

10 g/jour/cheval.

En paralléle, des expérimentations ont été conduites chez le rat et chez la souris afin
de définir les perturbations métaboliques et les interférences éventuelles engendrées par

I’ingestion de taurine et/ou d’Hypocheeris radicata.

Les travaux présentés ci-dessous sont relatifs aux données obtenues chez le rat (partie
IV. B), puis chez la souris (partie IV. C).
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2. Expérimentation préliminaire sur rat
2.1.  Matériel et méthodes
2.1.1. Préparation de I’aliment

Les régimes des animaux ont été préparés en incorporant a I’aliment UAR 210 de la
poudre d’Hypochceris radicata a hauteur de 0 ou 3% et/ou de la taurine a hauteur de 0 ou
1%. Dans le cas des régimes contenant 3% d’Hypochceris radicata, un réajustement de la
composition du régime en énergie, en protéine et en lipide a été réalisé en utilisant de I’huile
de colza et de la caséine, comme présenté précédemment (chapitre I1). Les régimes, une fois
préparés, ont été conditionnés dans des sachets plastiques par lot et stockés a -20°C avant

utilisation.

2.1.2. Expérimentation

32 rats femelles de souche Wistar (Charles River, L’Arbresle, France), agés de 5
semaines et pesant environ 120 g en début d’expérimentation ont été utilisés. Les 8 groupes

de 4 rats femelles ont été répartis comme indique ci-dessous (Tableau IV.6) :

Tableau 1V.6 : Répartition des rats en fonction du régime (Hypochceris radicata et taurine)
et de la date d’abattage.

Abattage a 15 jours Abattage a 21 jours
0% taurine 1% taurine 0% taurine 1% taurine
0% HR b0 Th0 c0 Tc0
Nom
des lots
3% HR b3 Th3 c3 Tc3

HR : Hypochceris radicata ; T : taurine
b : abattage a 15 jours
¢ : abattage a 21 jours

Les animaux ont été nourris avec de I’aliment semi synthétique UAR 210 durant la
période d’acclimatation de 5 jours puis avec le régime spécifique leur ayant été attribué
(Tableau 1V.6), a raison de 20 g/animal/jour. Les animaux ont été pesés chaque semaine. Les
urines ont été prelevées 2 fois par semaine pendant 21 jours. Le protocole d’abattage est
identique a celui présenté dans le chapitre Il. Des échantillons de plasma ont été collectés.

Les foies et cerveaux ont éte prélevés.
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2.1.3. Analyse des échantillons

Les échantillons ont été analysés suivant la procédure décrite précédemment dans le

chapitre 11.

2.1.4. Analyse statistique des données

Les données issues de I’analyse par RMN du *H ont été analysées comme ce qui a pu
étre decrit précédemment dans le chapitre II.

2.2.  Résultats
2.2.1. Données zootechniques

L’analyse du poids des rats a été réalisee en séparant les individus sacrifiés a 15 jours
de ceux euthanasiés a 21 jours. Le poids des animaux et des organes, les indices de
consommation et les GMQ moyens n’ont pas permis de faire apparaitre ni effet significatif de

la taurine, ni effet significatif de la dose d’Hypochceris radicata.

2.2.2. Empreintes métaboliques urinaires

Le nombre de variables répertoriées au sein des spectres urinaires est de 751 pour un
pas de 0,01 ppm. En prenant en compte la totalité des données, la représentation graphique
(non représentée) de I’analyse factorielle discriminante, obtenue aprés filtration en fonction
du facteur régime, a permis d’isoler les lots recevant 3% d’Hypochceris radicata par
projection sur I’axe 1 (explicitant 34,4% d’inertie). Les variables majoritairement impliquées

sont le scyllo-inositol (6 = 3,36 ppm et & = 3,35 ppm) et I’hippurate (& = 7,55 ppm).

En considérant les données filtrées en fonction du facteur (Date*Régime), le premier
plan factoriel de I’analyse factorielle discriminante montre que le facteur temps est représenté
par projection sur I’axe 1 (38%) et le facteur régime par projection sur I’axe 2 (21,5%). La
représentation de ce premier plan factoriel montre que les groupes recevant simultanément
1% de taurine et 3% d’Hypochceris radicata se projettent au méme niveau que les
animaux témoins sur I’axe 2 (Figure 1V.20). Cet axe est construit principalement avec les
variables relatives a I’hippurate (6 = 3,97 ppm et 6 = 7,56 ppm) et au scyllo-inositol (6 =
3,36 ppm).
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Scyllo-inositol 3% HR
53 _
4 , P 22— =
3 Témoins 306 HR
N +
N -
= Taurine
Taurine
20

Figure 1V.20 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante, suivant le
premier plan factoriel 1*2, sur 60 variables filtrées, a partir des données RMN du *H des
urines de rats en fonction du facteur (Date *Régime). L’axe 1, qui explique 38% de I’inertie,
montre une séparation des groupes d’individus en fonction de la date. L’axe 2, qui explique
21,5% de I’inertie, permet une projection des groupes en fonction du régime ingéré. Outre les
variables relatives & I’hippurate, le scyllo-inositol (6 = 3,36 ppm) est également fortement
impliqué dans la construction de I’axe 2. L’administration simultanée de 1% de taurine et de
3% d’Hypochceris radicata (HR) genere des échantillons dont la projection sur I’axe 2 se
retrouve au méme niveau que les individus témoins. Les groupes sont identifiés en fonction
du régime recu, de la date de sacrifice (b0 : individus témoins sacrifiés a 15 jours, ThO :
individus consommant 1% de taurine et sacrifiés a 15 jours, c0 : individus témoins sacrifiés a
21 jours, TcO : individus consommant 1% de taurine et sacrifies a 21 jours, b3 : individus
consommant 3% d’HR et sacrifiés a 15 jours, Th3 : individus consommant 1% de taurine et
3% d’HR et sacrifiés a 15 jours, ¢3 : individus consommant 3% d’HR et sacrifiés a 21 jours,
Tc3 : individus consommant 1% de taurine et 3% d’HR et sacrifiés a 21 jours) et du jour de
collecte des urines (0, 1, 4, 8, 11, 15, 18 et 21 jours).

Enfin, si une analyse factorielle discriminante est réalisée sur les prélevements obtenus
a Joy filtrées en fonction du facteur régime, il apparait que I’axe 1, relatif a la présence ou non

d’Hypochceris radicata, est construit grace au scyllo-inositol (6 = 3,36 ppm) (Figure 1V.21).
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Figure 1V.21 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante, suivant le
plan factoriel 1*3, réalisée sur 5 variables filtrées, & partir des données RMN du *H des
urines de rats a 21 jours, en fonction du régime regu. La projection des groupes sur I’axe 1,
qui explique 87,4% de I’inertie, permet de les séparer en fonction de la présence ou non
d’Hypocheeris radicata dans le régime. L’axe 2, qui explique 11,2% de I’inertie, permet de
projeter les groupes en fonction de la présence ou non de taurine dans leur régime. La variable
la plus impliquée dans la construction de I’axe 1 est la variable V465 correspondant au scyllo-
inositol a 6 = 3,36 ppm, et celle la plus impliquée dans la construction de I’axe 2 est la
variable V457 correspondant a la taurine a & = 3,44 ppm. Les groupes sont identifiés en
fonction du régime recu (cO: individus témoins sacrifiés a 21 jours, TcO: individus
consommant 1% de taurine et sacrifiés a 21 jours, ¢3: individus consommant 3% d’HR et
sacrifiés a 21 jours, Tc3 : individus consommant 1% de taurine et 3% d’HR et sacrifiés a 21
jours).

L’axe 2, relatif a la présence ou non de taurine, est construit grace a la variable

correspondant a la taurine a 6 = 3,44 ppm (Figure 1V.21).

L’analyse des extraits lipophiles d’organes n’a pas permis de révéler de structure
particuliere au sein des groupes. L’analyse et I’interprétation se sont donc limitées aux

données issues des extraits aqueux.
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2.2.3. Profils métaboliques cérébraux

Le nombre de variables répertoriées sur les spectres des extraits aqueux de cerveau est

de 901 pour un pas de 0,01 ppm.

Les analyses factorielles discriminantes obtenues sur les données RMN du *H de ces
extraits (Figure 1V.22) ont permis de séparer les différents lots en fonction de la présence ou
non d’Hypocheeris dans le régime (composante 1 : 76,1%), de la présence ou non de taurine

dans ces mémes regimes (composante 4 : 2%) et du temps (composante 2 : 11,5%).
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Figure 1V.22 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante, suivant le
premier plan factoriel 1*2, sur 15 variables filtrées, a partir des données RMN du *H des
extraits aqueux de cerveau des rats en fonction des lots. La premiere composante, qui
explique 76,1% de I’inertie, permet une projection des lots en fonction de la présence ou non
d’Hypochceris dans le régime. La seconde composante, qui explique 11,5% de I’inertie,
permet une projection des lots en fonction de la présence ou non de taurine dans le régime.
Les groupes sont identifiés en fonction du régime recu et de la date de sacrifice (b0 : individus
témoins sacrifiés a 15 jours, ThO : individus consommant 1% de taurine et sacrifiés a 15 jours,
c0 : individus témoins sacrifiés a 21 jours, TcO : individus consommant 1% de taurine et
sacrifiés & 21 jours, b3 : individus consommant 3% d’HR et sacrifies a 15 jours, Th3:
individus consommant 1% de taurine et 3% d’HR et sacrifies a 15 jours, c¢3: individus
consommant 3% d’HR et sacrifiés a 21 jours, Tc3 : individus consommant 1% de taurine et
3% d’HR et sacrifiés a 21 jours).

La variable la plus impliquée dans la construction du premier axe est a nouveau le

scyllo-inositol (6 = 3,34 ppm).
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2.2.4. Profils métaboliques hépatiques

Le nombre de variables répertoriées sur les spectres des extraits hydrosolubles

hépatiques est de 901 pour un pas de 0,01 ppm.

Les analyses factorielles discriminantes obtenues & partir des données RMN du *H de
ces extraits en fonction des lots ont permis de séparer ces derniers en fonction de la présence
ou non d’Hypochceris dans le régime (composante 1 : 37,7%), en fonction de la présence ou
non de taurine dans le régime (composante 2 : 24,8%) et en fonction du temps
(composante 3 : 15,4%) (Figure 1V.23).

Témoins

LD4 (11%)

Lo1G7.7%) m  Hypocheeris

Figure 1V.23 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante, suivant le
plan factoriel 1*4, réalisée sur 14 variables filtrées, & partir des données RMN du *H des
extraits aqueux de foie de rats, en fonction des lots. Les individus témoins se projettent
ensemble. Les rats consommant 3% d’Hypochceris s’individualisent et présentent une
progression de leur métabolisme entre les dates Jis et Jo;. Enfin, les rats consommant
simultanément 3% d’Hypocheeris et 1% de taurine se projettent au méme niveau que les
témoins sur I’axe 4 et ne présentent pas d’évolution de leur métabolisme au cours du temps.
Les groupes sont identifiés en fonction du régime recu et de la date de sacrifice (b0 : individus
témoins sacrifiés a 15 jours, ThO : individus consommant 1% de taurine et sacrifiés a 15 jours,
c0 : individus témoins sacrifiés & 21 jours, TcO : individus consommant 1% de taurine et
sacrifiés a 21 jours, b3 : individus consommant 3% d’HR et sacrifiés a 15 jours, Th3:
individus consommant 1% de taurine et 3% d’HR et sacrifiés a 15 jours, ¢3: individus
consommant 3% d’HR et sacrifiés a 21 jours, Tc3 : individus consommant 1% de taurine et
3% d’HR et sacrifiés a 21 jours).
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La premiére variable impliquée dans la construction de I’axe 2 est le scyllo-inositol a
&= 3,35 ppm. Les 3 premiéres variables les plus impliquées dans la construction de I’axe 1
sont V744 (6 = 2,08 ppm), V660 (5 = 2,92 ppm) et V618 (6 = 3,34 ppm). De plus, le plan
factoriel (1*4) met en évidence une évolution métabolique spécifique des animaux ayant
ingéré simultanément la taurine et Hypochceris. En effet, les rats alimentés avec 3%
d’Hypocheeris présentent une variation de leur métabolisme entre Jis et Jo1. En revanche, les
rats alimentés avec simultanément 3% d’Hypochceris et 1% de taurine sont projetés au méme
niveau que les individus témoins sur I’axe 4 et ne présentent pas la progression observée

précédemment chez les individus ingérant Hypochceris seule (Figure 1V.23).

2.2.5. Profils métaboliques plasmatiques

Le nombre de variables répertoriées sur les spectres obtenus avec les plasmas de rat est
de 911 pour un pas de 0,01 ppm. Le dépouillement des données RMN du *H n’a pas permis

de caractériser ou de révéler d’orientation métabolique particuliére entre les groupes.
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3.  Analyse des perturbations du métabolisme général et du
meétabolisme tissulaire (foie, cerveau) chez la souris soumise a
I’ingestion d’un régime contenant Hypochceris radicata et/ou de
la taurine

3.1.  Matériel et méthodes
3.1.1. Préparation de I’aliment

Les régimes des animaux ont été obtenus en incorporant & I’aliment UAR 210 la
poudre d’Hypochceris radicata a hauteur de 0, 3 ou 9% et/ou la taurine a hauteur de 0 ou
1% (Tableau 1V.7). Dans le cas des régimes contenant 3 et 9% d’Hypochceris radicata, un
réajustement de la composition du régime en énergie, en protéine et en lipide a été réaliseé en

utilisant de I’huile de colza et de la caséine, comme présenté précédemment (chapitre I1).

Les régimes, une fois réalisés, ont été conditionnés dans des sachets plastiques par lot
et stockés a -20°C avant utilisation.
3.1.2. Expérimentation
36 souris males de souche C57BL/6J, agées de 5 semaines en début

d’expérimentation (Janvier, Le Genest Saint Isle, France) ont été utilisées.

Apres pesée, les animaux ont été répartis au hasard dans 12 cages collectives par
groupe de 3. Au sein de chaque cage, les souris ont été identifiées grace a un systéeme de code

de points au feutre indélébile noir sur la partie proximale de la queue.

Tableau 1V.7 : Répartition des animaux en fonction du régime recu et codage des 6 lots.

0% HR 3% HR 9% HR
0% Taurine HO H3 H9
1% Taurine THO TH3 THY

HR : Hypochceris radicata
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Les animaux ont été nourris avec de I’aliment semi synthétique UAR 210 durant la
période d’acclimatation de 5 jours puis avec le régime spécifique leur ayant été attribué
(Tableau 1V.7), a raison de 5 g/animal/jour. Les animaux ont été peses chaque semaine. Les
urines ont été prélevées 2 fois par semaine, aprés compression légere de la vessie au dessus
d’un film de parafine. L’expérimentation a duré 15 jours puis les animaux ont été

euthanasiés.

Le protocole d’abattage est identique a celui présenté dans le chapitre Il. Des

échantillons de plasma ont été collectés. Les foies et cerveaux ont été prélevés.
3.1.3.  Analyse des échantillons
Les échantillons ont été analysés suivant la procédure décrite précédemment dans le
chapitre 11.
3.1.4. Analyse statistique des données
Les données issues de I’analyse par RMN du *H ont été analysées comme ce qui a pu
étre decrit précédemment dans le chapitre II.
3.2. Résultats
3.2.1. Données zootechniques
Les poids des animaux et les poids des organes n’ont pas été différents entre les
groupes.

3.2.2. Profils métaboliques urinaires

La représentation graphique de I’analyse en composantes principales des profils
urinaires montre deux groupes bien distincts et montre I’impact prépondérant de la taurine sur

les signatures metaboliques (Figure 1V.24).
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Sans taurine

Axe 2

Figure 1V.24 : Représentation graphique de I’analyse en composantes principales réalisée
sur données RMN du *H des échantillons d’urine des souris, en fonction des lots. On note
une séparation nette des échantillons en fonction du facteur taurine. Les groupes sont
identifiés ainsi : HO : animaux témoins, H3: animaux recevant 3% d’Hypochceris radicata
(HR), H9: animaux recevant 9% d’HR, THO: animaux recevant 1% de taurine, TH3:
animaux recevant 1% de taurine et 3% d’HR, TH9: animaux recevant 1% de taurine et 9%
d’HR.

La représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante issue des
échantillons urinaires, apres avoir filtré les variables en fonction du facteur lot, a souligné la
prépondérance du facteur traitement a la taurine par projection sur I’axe 1 (inertie de
46,9%). Elle a souligné également un effet d0 au facteur dose d’Hypochceris radicata (Figure
IV.25) par projection sur I’axe 2. Parmi les principales variables liées a la construction de
I’axe 1, ont pu étre identifiés le myo-inositol (& = 4,06 ppm, p =-0,99), le scyllo-inositol (5 =
3,34 ppm, p = +0,80), la taurine (6 = 3,42 ppm, p = -0,90), le N-oxyde triméthylamine ou
TMAO (5 = 3,25 ppm, p = +0,94), la triméthylamine (6 = 2,88 ppm, p = -0,87), la choline (3
= 3,23 ppm, p =-0,95) et I’a-cétoisocaproate (6 = 0,93 ppm, p = -0,99).
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Figure 1V.25 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante, suivant le
premier plan factoriel 1*2, réalisée sur 60 variables filtrées, a partir des données RMN du
'H des échantillons d’urine en fonction des lots de souris. La projection des lots sur I’axe 1
rend compte du facteur taurine, celle sur I’axe 2 du facteur dose d’Hypochceris radicata. On
retrouve également la hiérarchisation du facteur dose d’Hypochceris radicata dans le facteur
taurine dans la construction de I’axe 1. Les groupes sont identifiés ainsi : HO : animaux
témoins, H3: animaux recevant 3% d’Hypochceris radicata (HR), H9 : animaux recevant 9%
d’HR, THO: animaux recevant 1% de taurine, TH3 : animaux recevant 1% de taurine et 3%
d’HR, TH9: animaux recevant 1% de taurine et 9% d’HR.

En réalisant la filtration des données en fonction du facteur d’interaction date*lot, la
projection des échantillons a permis de mieux matérialiser la progression de I’impact du
traitement sur le métabolisme des animaux au cours du temps. Sans correction, le premier
plan factoriel (1*2) rend compte, d’une part, de cette évolution temporelle par projection des
groupes sur I’axe 1 et, d’autre part, du pouvoir de disruption des 2 traitements utilisés

conjointement par projection sur I’axe 2 (Figure 1V.26).
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Figure 1V.26 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante, suivant le
premier plan factoriel 1*2, réalisée sur 90 variables filtrées, a partir des données RMN du
'H issues des échantillons urinaires en fonction du facteur date*lot. La projection des
échantillons sur I’axe 1 rend compte de I’évolution au cours du temps, une fois que
I’organisme a répondu au changement de régime suivant la projection sur I’axe 2. Cette
derniere rend compte de la hiérarchisation du facteur dose d’Hypochceris radicata dans le
facteur taurine. Les groupes sont identifiés ainsi: HO: animaux témoins, H3: animaux
recevant 3% d’Hypocheeris radicata (HR), H9 : animaux recevant 9% d’HR, THO: animaux
recevant 1% de taurine, TH3 : animaux recevant 1% de taurine et 3% d’HR, TH9: animaux
recevant 1% de taurine et 9% d’HR.

Les groupes s’échelonnent par doses croissantes d’Hypocheeris radicata au sein du
facteur taurine révélant ainsi un effet additionnel ou cumulatif mais non antagoniste. Les
variables les plus impliquées dans la construction des axes sont la phénylalanine (5 = 7,35
ppm, p = +0,82) pour I’axe 1, le myo-inositol (6 = 4,06 ppm, p = +0,81) et le scyllo-inositol
(6 = 3,34 ppm, p =-0,81) pour I’axe 2.

L’analyse des extraits lipophiles d’organes n’a pas permis de révéler de structure
particuliere au sein des groupes. L’analyse et I’interprétation se sont donc limitées aux

données issues des extraits aqueux.
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3.2.3. Profils métaboliques hépatiques

Un échantillon aberrant a éte retiré puis une correction OSC a été réalisée.

La représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante réalisée a partir des
données RMN du *H filtrées en fonction du facteur lot a permis, tout comme sur les urines, de
faire apparaitre le facteur taurine comme facteur prédominant par projection des groupes sur
I’axe 1. La projection sur I’axe 2 est relative au facteur dose d’Hypochceris radicata (Figure
IV.27).
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Figure 1V.27 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante, suivant le
plan factoriel 1*2, réalisée sur 15 variables filtrées, & partir des données RMN du *H,
corrigées par OSC, des extraits hydrosolubles de foie en fonction du facteur lot. La
projection des lots sur le premier axe est réalisée en fonction du facteur taurine, celle sur I’axe
2 en fonction de la dose d’Hypochceris radicata ingérée. Les groupes sont identifiés ainsi :
HO : animaux témoins, H3: animaux recevant 3% d’Hypochceris radicata (HR), H9 : animaux
recevant 9% d’HR, THO: animaux recevant 1% de taurine, TH3 : animaux recevant 1% de
taurine et 3% d’HR, TH9: animaux recevant 1% de taurine et 9% d’HR.
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Le plan factoriel (1*3) montre que les lots consommant simultanément Hypochceris
radicata et la taurine se projettent entre les individus témoins et les lots ingérant la plante

seule sur I’axe 3 (Figure 1V.28).

taurine

. \> @ taurine

LD3 (13.1%)
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Figure 1V.28 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante, suivant le
plan factoriel 1*3, obtenue sur 15 variables filtrées, a partir de données d’extraits
hydrosolubles de foie de souris en fonction des lots. La projection des lots sur I’axe 1 rend
compte des perturbations métaboliques engendrées par I’ingestion de la taurine. La projection
sur I’axe 3 souligne une individualisation des groupes consommant Hypochceris radicata. Les
lots consommant simultanément la plante et la taurine se projettent de fagon plus proche des
individus témoins. Les groupes sont identifiés ainsi : HO : animaux témoins, H3: animaux
recevant 3% d’Hypochceeris radicata (HR), H9 : animaux recevant 9% d’HR, THO: animaux
recevant 1% de taurine, TH3 : animaux recevant 1% de taurine et 3% d’HR, TH9: animaux
recevant 1% de taurine et 9% d’HR.

Aucune variable impliquée dans la construction des trois premieres composantes n’a

pu étre identifiée.
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3.2.4. Profils métaboliques cérébraux

La représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante reéalisée sur les
variables filtrées des extraits hydrosolubles cérébraux (Figure 1V.29) a souligné la
prédominance du facteur dose d’Hypochceris radicata par projection des lots sur I’axe 1
(95,5% de la variance). La variable la plus impliquée dans la construction de cet axe est le
scyllo-inositol (6 = 3,34 ppm, p = +0,99 et 6 = 3,35 ppm, p = +0,98). La structure globale de

ce plan factoriel rappelle celle obtenue par I’ingestion d’Hypochceris radicata seule

(chapitre I1).
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Figure 1V.29 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante suivant le
plan factoriel 1*2, obtenue sur 15 variables filtrées, a partir des données RMN du *H des
extraits hydrosolubles de cerveaux. L’axe 1 accapare la majorité de I’inertie ou se projettent
les lots en fonction du facteur dose d’Hypochceris radicata incorporée dans I’aliment. La
projection des lots sur la seconde composante ne peut pas étre interprétée du fait des distances
faibles entre lots recevant une méme dose d’Hypochceris radicata. Les groupes sont identifiés
ainsi : HO : animaux témoins, H3: animaux recevant 3% d’Hypocheeris radicata (HR), H9:
animaux recevant 9% d’HR, THO: animaux recevant 1% de taurine, TH3 : animaux recevant
1% de taurine et 3% d’HR, TH9: animaux recevant 1% de taurine et 9% d’HR.
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Malgré la prédominance nette de I’axe 1 qui englobe la quasi-totalité de la variance, le
second plan factoriel (2*3) a été analysé. En effet, les lots recevant les régimes contenant a la
fois de I’Hypochceris radicata et de la taurine et ceux consommant de I’Hypochceris radicata

seule se projettent de facon opposeée sur I’axe 3 (Figure 1V.30).
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Figure 1V.30 : Représentation graphique de I’analyse factorielle discriminante, suivant le
second plan factoriel 2*3, obtenue sur 15 variables filtrées, a partir des données RMN du
'H des extraits hydrosolubles de cerveau. La projection des lots sur I’axe 3 permet de
visualiser une opposition entre les lots ingérant Hypocheeris radicata seule de ceux
consommant simultanément la plante et la taurine. Les groupes sont identifiés ainsi: HO :
animaux témoins, H3: animaux recevant 3% d’Hypochceris radicata (HR), H9 : animaux
recevant 9% d’HR, THO: animaux recevant 1% de taurine, TH3 : animaux recevant 1% de
taurine et 3% d’HR, TH9: animaux recevant 1% de taurine et 9% d’HR.

Les variables rendant compte de cette différence métabolique sur I’axe 3 n’ont pas pu

étre identifiées.
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3.3. Discussion

Pour conduire cette étude, nous avons émis I’hypothése que I’administration d’une
dose de 1% de taurine dans le régime des animaux ingérant Hypochceris radicata, pouvait
étre bénéfique, soit en comblant une éventuelle déficience métabolique chez les animaux
atteints, soit en interférant dans les voies métaboliques perturbées par I’ingestion

d’Hypochceris radicata.

La premiére expérimentation conduite sur rat a été effectuée durant 21 jours. Elle a
permis de révéler, au niveau des urines, une orientation particuliére du métabolisme des
animaux consommant simultanément la plante et la taurine. En effet, la projection de ces
individus sur la seconde composante est obtenue au méme niveau que celle des individus
témoins (Figure 1V.20). En paralléle, dans I’analyse des extraits hépatiques, les individus
consommant le régime taurine + Hypochceris radicata se retrouvent projetés au méme niveau
que celui des individus témoins et surtout ne présentent pas d’évolution de leur métabolisme
au cours du temps, contrairement aux lots ne consommant que la plante (Figure 1V.23). Ces
conclusions nous ont laisse supposer qu’une administration de taurine pourrait diminuer,

voire annuler, les effets « disrupteurs » induits par I’ingestion de la plante.

Or, cette observation n’a pas pu étre confortée par I’analyse des données dans le
cerveau dans lequel aucune « correction metabolique compensatrice » apportée par la taurine
n’a pu étre mise en évidence (Figure 1V.22). Cette conclusion reste peu satisfaisante eu égard

au fait que le cerveau est considéré dans cette étude comme un des tissus cibles.

De plus, I’utilisation dans le protocole expérimental d’une seule dose d’Hypocheeris
radicata ne permet pas non plus de savoir si ce «retour» a un état physiologique
« similaire » a celui des individus témoins est di véritablement a la taurine ou si cela résulte

de I’interaction entre les doses choisies d’Hypochceris radicata et de taurine.

Aussi, une seconde expérimentation a été menée chez la souris afin de pouvoir utiliser
les deux doses d’Hypocheeris radicata (3 et 9%) sur une durée limitée de 15 jours car les
études précédentes ont montré qu’une telle durée était suffisante pour révéler les disruptions
métaboliques. En effet, si la taurine constitue bien un traitement de I’intoxication, les
déviations métaboliques observées devraient étre similaires, a savoir que les individus

devraient étre projetés dans la méme zone sur la carte factorielle, quelle que soit la dose de
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taurine utilisée. Nous serions alors en présence d’un phénomene d’interaction (cas a) (Figure
IV.31 a). En revanche, s’il s’agit d’un effet additif simple (cas b), en présence de taurine, la

déviation métabolique a 9% serait différente de celle a 3% (Figure 1V.31 b).

(a) (b)

Taurine

3% HR + AMoi
.' Taurine femoins

~
AR

3% HR N
(s Témoins .
/ .47 bl j\\‘\'

v

Effet avec interaction Effet additif simple

Figure 1V.31 : Schéma explicitant I’utilité de la seconde expérimentation sur souris avec
deux doses d’Hypochceris radicata. (a) Si le lot consommant simultanément la taurine et la
plante a 3 ou 9% se retrouve sur la méme zone de projection sur une composante factorielle
(ici la seconde), cela pourrait conforter I’existence d’un effet direct de la taurine dans le
processus d’intoxication par Hypocheeris radicata avec présence d’une interaction forte entre
Hypocheeris radicata et la taurine sur le métabolisme géneral ou tissulaire. (b) En revanche, si
ce méme lot a une résultante différente aprés intoxication par 3 ou 9% d’Hypochceris
radicata, cela peut signer un simple effet additif entre les réponses métaboliques induites par
Hypochceris radicata et par la taurine.

Les résultats obtenus a partir des urines des souris (Figure 1V.25) permettent
d’associer I’action de la taurine au cas b, c'est-a-dire qu’il existe un simple effet additif
entre I’effet lié a I’ingestion de la taurine et celui lié a I’ingestion d’Hypochceris radicata. En
aucun cas, la taurine n’a eu d’effet direct sur le mécanisme d’intoxication induit par
Hypocheeris radicata. Il est vraisemblable que la réponse observée précédemment chez le rat,
pour lequel une seule dose d’Hypochceris radicata avait été utilisée, ne révélait qu’un effet
additif simple, méme si la projection des individus ayant recu Hypochceris radicata et la

taurine avait lieu au méme niveau que celle des témoins (Figure 1V.20).
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L’ analyse des extraits hydrosolubles hépatiques (Figure 1V.27) confirme également le
cas b sur le plan factoriel 1*2, bien qu’une interaction faible mais significative existe entre les
deux facteurs. Sur le plan factoriel 1*3, on constate I’existence d’une interaction plus
importante entre la taurine et Hypochceris radicata. En effet, la projection des lots
consommant la taurine et des doses de 3 et 9% d’Hypochceris radicata se fait dans une région
tres proche sur la composante 3 de celle des témoins ou des animaux consommant

Hypocheeris radicata (Figure 1V.28).

Enfin, I’analyse des extraits hydrosolubles de cerveau de souris ne permet pas
d’établir un profil de réponse spécifique due a une interaction ou un simple effet additif si I’on
consideére le premier plan factoriel (Figure 1V.29) dans lequel le pourcentage de variance
expliqueé par le facteur Hypochceris (composante 1) est tres important. En revanche, I’étude du
plan factoriel 2*3, qui ne représente que 3,3 % de la variance inter-groupe (Figure 1V.30),
permet d’observer I’existence d’une interaction entre les deux facteurs étudiés : la direction
des déviations métaboliques engendrées par I’ingestion d’Hypochceris radicata associée a une
consommation de taurine est totalement différente et indépendante de celles consécutives a la

consommation soit de taurine seule soit d’Hypochceris radicata.

En conclusion de cette étude exploratoire sur les possibilités d’interaction
métabolique entre la taurine et le (ou les) composé(s) toxique(s) présent(s) dans Hypochceris
radicata, il apparait que I’administration de taurine a des rats et ou des souris intoxiques
avec Hypocheeris pourrait engendrer des améliorations partielles si I’on se fonde sur
certaines résultantes métaboliques observées. Ces améliorations seraient dues a des
interactions entre les voies métaboliques de la taurine et celles perturbées par I’ingestion
de la plante. Parmi les nombreux réles joués par la taurine, certains pourraient rétablir des
désordres tels que ceux répertoriés dans les discussions des chapitres précédents, en
particulier ceux liés au contrdle tissulaire du statut rédox ou ceux permettant le controle du

métabolisme des seconds messagers tels que le Ca*".

En effet, il a été montré précédemment que I’effet thérapeutique de la taurine dans
le diabéte était fondé sur sa capacité & diminuer les concentrations cytosolique en Ca®*, en
stimulant le restockage mitochondrial, en inhibant le turnover des phosphoinositides, en
diminuant les flux internes de Ca?*, en s’interposant dans la liaison du Ca** aux
phospholipides membranaires et en inhibant le glutamate excitotoxique (7,41,43). Or, dans les

chapitres précédents, nous avons mentionné que les concentrations intracellulaires en Ca**
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pouvaient étre modifiées par I’action des inositols sur les récepteurs sérotoninergiques (44)
mais également via les récepteurs 1P3, eux-mémes étant obtenus a partir d’inositol (45,46). On
peut donc supposer qu’un deséquilibre dans la concentration en inositol et donc un
déréglement dans la balance myo/scyllo-inositol peut entrainer des répercussions dans la
concentration a terme en Ca”" intracellulaire. En effet, au niveau fonctionnel, une
augmentation en Ca?* intracellulaire est responsable d’apoptose, d’ischémie (47) et
d’hyperexcitabilité neuronale, ces derniéres pouvant conduire a des symptomes de douleur
(7), si elle concerne les neurones sensitifs mais également a des manifestations de type
épileptiforme, si elle touche les neurones moteurs (37,47). Au niveau structural, une élévation
en Ca”" intracellulaire peut entrainer des dégénérescences neuronales visibles notamment
dans la maladie d’Alzheimer, dans la sclérose amyotrophique latérale (48,49) ainsi que
dans le diabéte (50). Cette méme augmentation peut également conduire, au niveau

comportemental et psychique, a des états dépressifs et anxiogenes (44,51).

Parallélement & son action sur les concentrations intracellulaires en Ca**, la taurine
intervient en améliorant la vitesse de conduction de I’influx nerveux (7,8) et en diminuant

le stress oxydatif (39), deux voies impliquées dans la pathogénie du harper.

Il apparait donc que la teneur en Ca?" intracellulaire constituent la plaque
tournante de nombreuses voies métaboliques et son augmentation serait potentiellement
responsable de nombreux troubles nerveux observés lors de diabéte (50), de la maladie

d’Alzheimer, de la sclérose latérale amyotrophique (48,49) et du harper (12,52,53).

En conclusion, I’administration de taurine, démontrée comme bénéfique dans toutes
ces maladies (37,54,55), via les rbles précédemment répertoriés, serait également intéressante
dans le harper en atténuant certaines perturbations engendrées par I’ingestion
d’Hypochceris radicata comme un état de stress oxydatif et/ou I’augmentation de la
concentration intracellulaire en Ca** entrainant des dysfonctionnements au niveau de la
conduction nerveuse. Cependant, méme si la taurine interfére avec certaines voies
métaboliques altérées par I’ingestion de la plante, la taurine ne peut pas constituer un

traitement spécifique du harper.

Néanmoins, ce bénéfice d’un traitement avec de la taurine peut étre estimé chez le
cheval par les quelques données actuelles en notre possession apres avoir traité quelques

chevaux atteints ou non (Tableau 1V.8). 6 chevaux ont recu une dose de 10 g/jour durant des
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périodes allant de 1 a 6 mois. Aprés traitement, parmi ceux-ci, 4 chevaux ont vu leurs
troubles moteurs atténués, leur grade d’atteinte (en majorité grade 4 a 5) régressant ainsi au
stade inférieur. Les animaux qui présentaient un comportement d’anxiété prononceée, de
crainte, de panique ou d’agressivité vis-a-vis de I’homme ainsi que ceux présentant de
I’abattement et une diminution des interactions avec leurs congénéres ont vu leur attitude
incontestablement améliorée. Les 2 animaux présentant des troubles laryngés ont recouvert
tous deux leur faculté. Parmi eux, le cheval, initialement en dressage, qui, suite a une
paralysie laryngée, ne pouvait plus assurer sa fonction, s’étouffant et paniquant lors du travail,
a pu reprendre la monte. Enfin, les deux chevaux qui ont été traités a la taurine sans présenter
aucun trouble n’ont pas révélé de changement ultérieurs que ce soit au niveau du

comportement qu’au niveau de la clinique.
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Tableau 1V.8 : Caractéristiques et résultats obtenus apreés traitement avec de la taurine a
raison de 10 g/jour sur 6 chevaux atteints de harper.

Poussy Femelle Gers (32) 6 mois v _ _ +++
L uta Tarn-et-Garonne 2x3 Ny
utece - + +
Femelle (82) mois -
N Tarn-et- 2x1 "
éfrette + +
Femelle | Garonne(s2) mois -
++
A Haute-Garonne
Lershwin Male 3 mois ? _ (paralysie +
castré (31)
laryngée)
Proconsult Male Landes (40) 3 mois = ++ ++ +++
castré
Haute-Garonne )
Yankee Femelle 3 mois v + _ +++

(31)

+ : amélioration visible, ++ : amélioration importante, +++ : amélioration trés importante.
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V. Chapitre V : Discussion générale et conclusion

L’ensemble des études menées représente une démarche nouvelle et peu orthodoxe
d’étude toxicologique. En effet, a aucun moment ces études n’ont mis en évidence de
symptéme clinique. Les etudes de toxicologie au sens classique du terme s’attachent a
recréer les conditions de perturbations d’un systeme biologique chez des animaux réceptifs ou
sensibles pour « reproduire » les symptémes de la maladie. En métabonomique, comme
d’ailleurs dans chacune des approches non conventionnelles en « omique », I’absence de
signes cliniques ou biochimiques n’est plus un handicap pour étudier la réponse des
systemes biologiques a des perturbations de faible amplitude. Néanmoins, comme en
témoigne ce travail, cette approche est lourde a mener. En effet, elle envisage, dans toutes les
dimensions auxquelles nous donnent acces les outils spectroscopiques, a la fois la réponse
métabolique chez I’animal et la variabilité chez le végétal des éléments a I’origine des
disruptions métaboliques mesurées chez I’animal. Une discussion de ces deux niveaux de
complexité sera envisagée dans ce qui suit, ainsi que les atouts et les limites que revét cette

approche renouvelée de la toxicologie.

255



Chapitre V Discussion genérale & conclusion

A.  Les éléments de disruption métabolique analysés chez I’animal
et les orientations toxiques : ces éléments permettent d’expliquer le
mode d’action des molécules thérapeutiques utilisees chez le
cheval

Ce travail de these a permis de réveler la présence d’un biomarqueur du harper chez
I’animal de laboratoire tant au niveau urinaire, plasmatique qu’au niveau hépatique et
surtout cérébral, le scyllo-inositol. La teneur de ce dernier augmente de facon dose-
dépendante dans I’encéphale a la suite de I’ingestion d’Hypochceris radicata. En parallele,
la concentration en myo-inositol, son stéréoisomére, tendrait a diminuer. Les conclusions
respectives de chaque chapitre ont souligné le fait que I’encéphale pourrait jouer un réle
central dans la pathogénie de cette maladie chez le cheval. Elles ont permis de révéler
progressivement les voies métaboliques cérébrales préférentiellement affectées qui sont aussi
atteintes lors d’autres maladies présentant des symptdmes comparables (Figure V.1). Il
semble qu’une augmentation de la concentration en calcium intracellulaire soit I’élément
commun a toutes ces voies. L’impact probable des déreglements de la balance myo-
inositol/scyllo-inositol sur la concentration en Ca®* se ferait soit via les récepteurs 1P; (1,2),
soit via les récepteurs sérotoninergiques (3) apres incorporation du myo-inositol dans le cycle
des seconds messagers. L’augmentation de la teneur en Ca** pourrait alors favoriser la
survenue de troubles psychiques tels que la « dépression » (3,4) ainsi qu’une augmentation
de I’excitabilité neuronale (5). Cette augmentation en Ca** serait liée aussi & un déréglement
de la balance glutamate/glutamine, observée aprés analyse PLS2 (Figure 11.33). En effet, de
par ses propriétés excitatrices, le glutamate agit en favorisant I’accumulation intracellulaire
en ions Ca*" et donc en stimulant les neurones (6). Cette augmentation de I’excitabilité
neuronale serait susceptible d’engendrer une augmentation de la douleur (action sur les
neurones sensitifs) et I’apparition de crises épileptiformes (action sur les neurones moteurs).
Ce type de crise a été mis en évidence, associé a une élévation assez inhabituelle de la teneur
en N-acétyl-aspartate (NAA) (6,7), dans la pathogénie de la maladie de Canavan chez
I’lhomme, comme chez la souris aprés ingestion d’Hypochceris radicata (Figure 11.33). Dans
la maladie de Canavan, I’augmentation en NAA est associée a la démyélinisation des
neurones (8,9) qui peut étre mesurée par une élévation de la teneur en choline au niveau
cérébral (10). Cette observation a également été faite chez les souris dans la présente étude.
Cependant, outre la démyélinisation, la choline peut aussi signer un état inflammatoire (11-
13), lui-méme pouvant engendrer une augmentation en inosine (14). Ce dernier métabolite fait

partie de ceux que nous avons repertoriés dans le cerveau de souris ayant ingéré Hypochceris.
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L’inosine peut aussi résulter d’une augmentation du stress oxydatif (15), vraisesmblablement
présent chez les animaux atteints de harper. Cette induction du stress oxydatif pourrait générer
I’augmentation du métabolisme anaérobie donc une augmentation en lactate (16), comme

I’observation faite chez les souris consommant Hypocheeris.

L’apoptose et I’ischémie peuvent aussi conduire aussi a une augmentation en inosine
(17). L’ischémie est initiée par une augmentation en Ca*" et peut s’accompagner de
manifestations epileptiques. Par ailleurs, il a pu étre montre que I’hyperexcitabilité
neuronale pouvait engendrer une augmentation de la teneur en créatine (18), métabolite dont
les teneurs augmentent chez les animaux ayant ingéré la plante. Enfin, les mécanismes
impliqués dans la dégénérescence neuronale retrouvée dans les maladies telles que la
maladie de Canavan, la maladie d’Alzheimer, les maladies du motoneurone, les complications
du diabete sucre, la sclérose latérale amyotrophique et, chez le cheval, dans le harper
australien, pourraient s’expliquer par I’élévation en NAA et aussi, plus directement par

I’augmentation de la teneur en calcium intracellulaire (19,20).
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Figure V.1 : Schéma synthétique des voies, des disruptions métaboliques cérébrales et des
symptdmes principaux relevés lors de harper chez le cheval et d’autres maladies ayant des
symptdmes en commun avec le harper.
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L’ étude réalisée sur I’impact d’une administration en taurine sur le métabolisme
général a montré qu’une interférence était possible entre les voies métaboliques perturbées
par I’ingestion d’Hypocheeris et les voies métaboliques de la taurine. En effet, la littérature
mentionne que cette derniere entraine une « restauration physiologique » apparente et une
diminution de certains symptdmes, notamment en améliorant la vitesse de conduction
nerveuse et en diminuant le niveau d’anxiété et de stress oxydatif. La taurine agit
principalement en réduisant I’élévation de la concentration intracellulaire en Ca* induite
par le glutamate, soit en inhibant les influx de calcium extracellulaire via différents types de
canaux a calcium, soit en inhibant le relargage de calcium a partir des citernes internes du
réticulum endoplasmique. De ce fait, elle rétablit les concentrations intracellulaires en Ca**
dans des valeurs physiologiques, permettant une diminution de I’excitabilité neuronale, une
diminution de la douleur et des manifestations épileptiformes (21) et agit sur le niveau de
motivation et/ou de résignation de I’animal. La taurine agit également en diminuant I’état
anxiogene de I’animal (22,23) et en rétablissant la vitesse de conduction nerveuse
précédemment altérée, comme cela a pu étre montré dans les études sur la polyneuropathie
sensorimotrice distale périphérique (24,25). Enfin, son action antioxydante combat I’état de

stress oxydatif (26).

Un autre traitement qui est utilisé chez le cheval est I’administration per os de
phénytoine. En effet, la phénytoine agit en tant qu’anticonvulsivant, principalement sur
I’excitabilité et la vitesse de conduction neuronale via les pompes a sodium et en bloquant
les canaux Ca®*. En inhibant le relargage en ions Ca®*, elle limite les phénomeénes
d’ischémie et donc les états épileptiformes qui en découlent (27). En établissant une
hyperpolarisation, en augmentant le potentiel de seuil, en diminuant le pic de potentiel
d’action et en stabilisant I’état des membranes neuronales, la phénytoine permet de diminuer
cet état d’hyperexcitabilté et de minimiser I’activité électromyographique exacerbée des

animaux atteints de harper (5).

Cette analyse synthétique permet ainsi d’expliquer de fagon plus précise mais aussi de
recréer le fil directeur, non seulement de la pathogénie et des perturbations métaboliques
engendrées par I’ingestion d’Hypocheeris radicata, mais également des voies métaboliques
impliquées dans la pathogénie d’autres maladies neurologiques. De plus, I’effet bénéfique
observé lors de I’administration de deux molécules a visée thérapeutique : la taurine et la

phénytoine, s’explique grace a de possibles mécanismes susceptibles d’étre impliqués. Ces
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deux molécules diminuent certaines manifestations symptomatologiques mais ne constituent

pas un traitement specifique du harper.
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B.  Les éléments recherchés chez le végeétal a I’origine de
disruptions metaboliques induites chez I’animal qui I’ingere

L’ exploration d’Hypochceris radicata conduite pour étudier I’impact de son ingestion
chez I’animal permet aussi d’émettre certaines hypothéses sur les voies métaboliques du
vegétal impliquées dans les effets toxiques observés chez I’animal (Figure V.1). En effet, les
végétaux, soumis a des stress variés, hydriques ou osmotiques par exemple, lors de
sécheresse ou de dessiccation, sont susceptibles de synthétiser, a partir du glucose puis du
myo-inositol, certains métabolites secondaires aux propriétés osmoprotectrices et
antioxydantes (28-31). Parmi ces composes, le galactinol ou 1-O-(a-D-galactopyranosyl)-
myo-inositol, est un glycoside, c'est-a-dire un composé présentant une conjugaison entre une
molécule de galactose et une molécule de myo-inositol. Il est produit dans les cellules
chlorophylliennes lors de période de secheresse et est partiellement exporté vers les cellules
constitutives de I’appareil reproducteur lors du processus de maturation des graines (32). Ce
galactinol peut étre scindé en galactose et en myo-inositol sous I’action d’a-galactosidases.
Or ces enzymes, absentes de I’appareil digestif chez la plupart des monogastriques, sont
présentes exceptionnellement au sein de la flore ceecale des chevaux (33). On peut ainsi
émettre I’hypothése que les galactosides sont ingérés puis métabolisés spécifiquement chez
cette espéce avec libération de myo-inositol. L’observation des disruptions présentes chez le
rongeur pourrait étre expliquée par la présence d’une flore ceecale, certes différente mais
existante également dans ces espéces. Aussi, le 1-O-(a-D-galactopyranosyl)-myo-inositol et le
2-O-(p-L-arabinopyranosyl)-myo-inositol pourraient constituer des précurseurs en myo-
inositol synthétisés lors de conditions de stress et pouvant ainsi fournir des molécules de myo-

inositol (34).

Outre le galactinol, des O-méthyl-inositols peuvent étre produits lors de conditions de
stress (35). Toujours issus du myo-inositol, ces métabolites aux propriétés antioxydantes,
osmoprotectrices permettent de détoxifier les cellules végétales en stockant des groupements
méthyles. Leur facilité a rejoindre et parcourir le phloéme ou circule la séve élaborée afin
d’alimenter I’appareil reproducteur en molécules organiques est une de leurs particularités
(36). Parmi ces O-méthyl-inositol, le O-méthyl-scyllo-inositol (31) pourrait constituer un
éventuel précurseur du scyllo-inositol retrouvé a forte concentration au sein de I’encéphale

des animaux.
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Enfin, d’autres métabolites secondaires végétaux sont retrouvés de fagon récurrente au
sein des végeétaux tels que des inositols phosphates (37) ou d’autres inositols comme le L-
chiro- (38) ou le scyllo-inositol (39-41). Les inositols phosphates sont des facteurs anti-
nutritionnels, comme I’acide phytique, mais leur pouvoir toxique spécifique et direct reste
peu probable. En revanche, le scyllo-inositol joue un rdle dans le développement floral. Ce
fait est & mettre en paralléle avec les observations épidéemiologiques publiées (42-44) et avec

les observations métabonomiques et analytiques que nous avons obtenues.

Méme si ces données ne sont que des éléments d’observation permettant de formuler
certaines hypothéses, il apparait assez clairement que I’apparition de cas de harper est liee,
d’une part, a la synthese de métabolites secondaires a la suite de stress hydriques et/ou
osmotiques et, d’autre part, a la mise en place de I’appareil reproducteur avec un pic de
synthese de composés a fort pouvoir de disruption métabolique pour I’animal, lors de la
période de pleine floraison. Ces métabolites secondaires sont vraisemblablement des
sucres conjugués a des polyols et plus précisément des inositols natifs, conjugués ou

méthylés.
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Figure V.2 : Schéma synthétique présentant les voies métaboliques pouvant étre impliquées dans
la synthese de métabolites secondaires, chez le végétal.
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C.  L’exploration globale du métabolisme chez I’animal et le
végetal et sa contribution dans les etudes de toxicologie

Dans une étude toxicologique telle que la concoit I’approche globale en « omique »,
I’observation de signes cliniques peut faciliter I’interprétation des expérimentations mais n’est
pas forcément indispensable. Dans les études que nous avons conduites, les rats comme les
souris n’ont jamais présenté de diminution de leurs performances zootechniques, ni n’ont
manifesté de signe lésionnel. Pourtant, une étude toxicologique a pu étre menée afin de
recueillir de nombreuses informations sur une maladie.

Cette étude se fonde en fait sur un principe d’orthologie (du grec op0og : droit, et
Aoyog : discours) qui signifie ici que les disruptions métaboliques induites par la méme
perturbation ne varient qualitativement pas d’un modele animal a I’autre, méme si les
manifestations cliniques qui apparaissent secondairement et qui traduisent des conséquences
physiologiques sont différentes. En effet, I’approche métabonomique en toxicologie ne peut
étre envisagee que si I’on considere que toute source de variation entrainant des modifications
métaboliques chez une espece possede un potentiel disrupteur voisin mais de méme nature
chez une autre espece animale dite modéle de la premiére. La différence réside dans I’impact
phénoménologique, ici physiologique, de ces disruptions métaboliques. Dans certains cas, les
disruptions métaboliques affectant I’espece cible peuvent étre plus longues a s’installer ou
peuvent montrer une amplitude plus forte, ce qui aboutit a la rupture de I’équilibre
homéostatique de I’organisme, du fait de I’incapacité des voies métaboliques a compenser les
perturbations toxiques. Ceci peut se traduire alors par des manifestations cliniques,
biochimiques ou Iésionnelles qui peuvent apparaitre plus tardivement. Parfois, ces
disruptions métaboliques restent ténues. Elles sont incapables d’engendrer alors des troubles
cliniques.

Il est dées lors indispensable de raisonner en terme de fonctionnement des systéemes
biologiques. Dans le cas qui nous intéresse, ces systemes se modélisent en un ensemble de
voies métaboliques, un réseau organisé de facon plus ou moins complexe, dont les liens entre
les métabolites (nceuds) décrivent un systeme en « étoile » dit invariant d’échelle, qui est
gouverné fondamentalement par les lois de la physique statistique et de la thermodynamique
(45). Ces systemes peuvent se déformer, subir une perturbation jusqu’a un seuil spécifique
propre a chaque espece, ou la flexibilité et les mécanismes compensatoires sont dépassés,
entrainant alors une rupture (ou disruption), réversible ou irréversible, avec apparition

consécutive de signes cliniques ou lésionnels. Dans le cas de I’étude menée ici, les rongeurs
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sont «aptes» a révéler ces disruptions métaboliques « orthologues », sans pour autant
présenter de signes cliniques, tout du moins sur la durée de traitement utilisée. Un avantage
non négligeable des approches en « omique » réside donc dans la possibilité de réaliser des
études de toxicologie sans pour autant concevoir des expérimentations devant se dérouler
durant plusieurs mois, voire une ou deux années. En effet, les disruptions métaboliques
minimales sont visualisables, méme en absence de symptome.

Cependant, les changements dans la nature et dans la quantité de métabolites présents au
sein des différentes matrices biologiques, peuvent parfois ne pas étre suffisants pour permettre
la caractérisation d’une maladie, ni I’individualisation des voies métaboliques affectées par un
composé toxique car :

1) les bases de données restent encore incompletes et certains metabolites
biomarqueurs peuvent demeurer non identifiés,

2) en genéral, certaines voies métaboliques sont plus frequemment affectées que
d’autres comme les voies du métabolisme énergétique avec le lactate,

3) des confusions ou interactions avec les voies métaboliques propres a la flore
intestinale peuvent générer des meétabolites, tels I’hippurate, qui signent plutdt des états de
changement alimentaire,

4) dans certains cas, le faible nombre de métabolites significatifs peut étre un
handicap pour décrire I’état de disruption métabolique, d’ou I’intérét de confronter,
conforter, étayer les donnees par d’autres approches convergentes, comme ici les études
de comportement ou celles réalisées par imagerie cérébrale.

Le scyllo-inositol apparait comme le métabolite significatif prépondérant au sein du
cerveau des animaux traités, ce qui nous a conduits a explorer cet organe avec deux
approches complémentaires : I’imagerie et les études de comportement. Certes, I’IRM est
basée sur la méme technique que celle utilisée en métabonomique : la résonance magnétique
nucléaire du proton, mais les conditions (in vivo) ainsi que les parameétres d’acquisition en
IRM sont différents de ceux de la RMN effectuée sur échantillon liquide. L’approche
comportementale utilise la physiologie comme voie d’intégration fonctionnelle de I’effet des
différents niveaux de disruption métabolique. Tout comme les approches en omique,
I’approche comportementale permet de détecter d’infimes perturbations, non plus au niveau
du meétabolisme et des métabolites mesurés, mais au niveau des fonctions physiologiques.
Dans notre étude, les données initiales acquises sur I’espece équine n’étaient que des éléments

d’observation clinique, histologique et épidémiologique. L’utilisation conjointe de ces trois
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méthodes a permis d’obtenir, sans signe toxicologique au sens classique de I’approche,
sans a priori et sans travailler sur I’espéce cible, des informations quant aux métabolites
impliqués dans les disruptions des voies métaboliques, a I’organe cible et aux fonctions
potentiellement altérées. 1l s’agit bien la d’une reconsidération en profondeur de
I’approche en toxicologie.

Notre démarche de recherche toxicologique a été validée dans notre étude a différents
niveaux. En effet, outre I'utilisation en paralléle de ces trois méthodes qui ont permis
d’aboutir a des conclusions s’imbriquant les unes dans les autres, le fait de réaliser cette étude
sur deux espéces animales différentes, en utilisant différentes doses, en accédant a
différents organes et en mettant en paralléle des données obtenues sur I’animal et sur le
vegétal constitue une validation et une garantie des résultats obtenus.

Les connaissances initiales du harper faisaient mention d’une maladie affectant
uniquement le systéme nerveux périphérique et mentionnaient une axonopathie distale
périphérique. Les travaux conduits ici montrent, qu’outre les répercussions mesurées chez le
cheval au niveau périphérique, le systeme nerveux central peut étre affecté, et ceci
relativement tot. N’étant pas en mesure d’appréhender le systeme nerveux périphéerique qui
est trop complexe et d’approche délicate, a fortiori sur les souris, nous ne sommes pas en
mesure de dire quel systeme nerveux, périphérique ou central, est affecté en premier lieu ou
méme si les deux sont affectés de maniére conjointe. Il s’agirait pourtant d’un élément
primordial dans la connaissance de la pathogenie de la maladie. De plus, les trois approches
ont abouti aux mémes conclusions quant a la nature des perturbations observées au niveau
du systeme nerveux central, que ce soit au niveau métabolique (RMN métabonomique et
IRM), qu’au niveau fonctionnel (comportement).

Les resultats conjoints issus de ces études ont donc montré que :

- Un lien existe entre I’ingestion de fleurs d’Hypochceris radicata et la survenue
de perturbations nerveuses au niveau central. La potentialité de disruption
métabolique présente au sein de la plante serait principalement reliée a une
réponse au stress hydrique de la part du végétal et au développement de
I’appareil reproducteur. La synthese de métabolites secondaires spécifiques
serait initiée par une période séche avec déficit hydrique particulierement
intense lors de I’épanouissement floral, les deux processus étant ou non reliés

entre eux.
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Le paralléle fait entre les analyses phénotypiques chez le végétal et les analyses
métabonomiques chez I’animal semblent souligner que les sucres et/ou les
inositols végetaux sont impliqués, (la ou les formes: natives ou méthylées,
conjuguées ou phosphorylées, restent encore a préeciser).

Ces perturbations se traduisent surtout au niveau métabolique par une élévation
cérébrale en scyllo-inositol associée a une diminution en myo-inositol, le lien
entre les teneurs et les fluctuations de ces deux composeés n’étant pas encore
compris. Des augmentations en N-acétyl-aspartate, en lactate, en inosine, en
choline, et I’altération de la balance glutamate/glutamine sont également
retrouvées.

Au niveau comportemental et fonctionnel, une augmentation de I’activité
associée a une diminution d’une anxiété révélée dans un contexte spécifique et
une altération de la balance résignation/motivation ont pu étre mises en
évidence, chez I’animal de laboratoire.

La taurine n’apparait pas étre le traitement de choix pour contrecarrer les
effets de I’ingestion d’Hypochoeris radicata, comme les études métabonomiques
réalisées ont pu le montrer. Cependant, ses actions anti-oxydantes,
neuroprotectrices, osmorégulatrices et son r6le dans la transduction du signal
cellulaire nerveux interferent avec les voies métaboliques impliquant le myo-
inositol et le complexe glutamate/glutamine. De méme, la phénytoine, de par son
pouvoir anticonvulsivant, interfere au niveau de certaines voies contrélant la
conduction nerveuse et I’excitabilité neuronale. Toutes ces voies possédent
comme plaque tournante la concentration intracellulaire en calcium. De ce
fait, un traitement a base de taurine peut contribuer a masquer ou a atténuer
certains troubles cliniques. De facon similaire, le traitement a base de phénytoine
permet de compenser certaines défaillances métaboliques, en réduisant

I’excitabilité nerveuse et en corrigeant la transmission neuronale.

L’utilisation de I’approche globale est un moyen de faire naitre des hypothéses

fonctionnelles et de proposer des mécanismes expliquant les disruptions observées. Elle a

du étre complétée par d’autres approches, I'IRM et les études de comportement. La

complémentarité de ces méthodes transparait également dans la capacité a relier ces

différentes approches entre elles par des outils statistiques tels que I’analyse canonique
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associée a la PLS2. La confrontation de jeux de données a été réalisée dans cette étude a
différents niveaux : entre le foie et le cerveau, d’un méme organisme par I’analyse PLS2 et
entre les données obtenues par RMN du *H in vitro et les données d’imagerie obtenues in
vivo. Dans les deux cas, cette analyse canonique a permis de valider les résultats mais aussi
de révéler des informations complémentaires. En effet, certains métabolites comme le
NAA, le complexe glutamine/glutamate, le lactate et la choline sont apparus comme
métabolites impliqués significativement dans les disruptions cérébrales. La confrontation et
I”interprétation des résultats issus de ces différentes méthodes ne peuvent étre fiables que si le
matériel végetal est identique et que les animaux proviennent des mémes souches au cours
des expérimentations. En effet, les souches de souris et leur provenance sont susceptibles
d’influer sur les caractéres et les profils comportementaux des animaux. Ainsi, I’utilisation
des mémes souches a permis d’effectuer des comparaisons sdres entre les différentes
expérimentations, notamment entre I’approche  métabonomique et I’approche

comportementale.

L’ application de telles méthodes nécessite de concevoir des protocoles rigoureux.
Comme les disruptions peuvent étre infimes, les plans expérimentaux doivent étre congus afin
de rendre possible la visualisation de celles-ci. Le tout nécessite donc un nombre minimal
d’animaux par groupe, le controle d’un certain nombre de facteurs afin de permettre
I’utilisation des outils de statistiques multidimensionnelles et d’étre capable d’interpréter les

effets relatifs de ces mémes facteurs.

La métabonomique appréhende les systemes vivants sous leur dimension physiologique
et sous des regles homeostatiques qui permettent de les décrire au travers de métriques issues
de I’analyse quantitative des variations du métabolome. Il s’agit de savoir comment utiliser de
facon réfléchie la variabilité biologique, (ici, celle accessible au niveau végétal). Cette
variabilité doit étre considérée comme un atout pour obtenir des informations sur le systeme
vivant, (ici, celles accessibles au niveau de I’animal) plutét que comme un handicap. Bien sar,
I’utilisation de I’outil statistique multidimensionnel se révele étre incontournable. De plus,
la métabonomique ne peut se révéler efficace qu’en confrontant systématiquement les
informations obtenues ainsi avec d’autres approches, d’autres données et/ou d’autres travaux.
Aprés I’identification des meétabolites d’intérét, il convient de replacer et de reconsidérer

ces renseignements au sein des contextes physiopathologiques a I’origine de la reformulation
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des hypotheses de travail. L’hypothese initiale « d’orthologie métabolique » permet de
compléter les données par une approche de physiopathologie comparée entre les différentes
especes ou entre maladies voisines. Le but est de visualiser la nature éventuelle des

perturbations, leur localisation et les liens qui peuvent exister entre elles.

Dans cette étude, ce sont les différentes voies d’approche utilisées qui, combinées,
ont apporté des éléments complémentaires et indispensables a une meilleure compréhension
globale d’un mécanisme a I’origine de perturbations métaboliques et physiologiques qui
caractérisent le harper. L’établissement de liens entre ces différentes méthodes (ces allers-
retours entre animal et végétal), ainsi que I’analyse comparée des pathologies (cette prise en
compte holistique de I’organisme, du toxique et de I’ensemble des facteurs et parameétres
environnants) sont autant d’éléments propres a constituer une nouvelle approche

toxicologique, a la fois originale et puissante.

Outre le fait d’apporter des éléments de réponse a une problématique veétérinaire
spécifique, cette étude a permis aussi de souligner, de conforter et d’étayer les avantages
intrinséques d’une telle approche. Plus généralement, les études toxicologiques utilisant cette
démarche permettront d’explorer plus en détail les mécanismes d’intoxication, I’innocuité de
certains mélanges médicamenteux ou alimentaires, I’étude de faibles doses, les

propriétés thérapeutiques ou toxiques de plantes...

Finalement, dans ce travail de thése, une question de clinique a traiter a permis de

dévoiler une vision renouvelée de la recherche en toxicologie.
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Ces premiers travaux ont permis d’obtenir de tres précieuses informations sur le
harper. Cependant, le principe toxique végétal n’a pas été encore pu étre identifié. Les
analyses menées sur le végétal n’ont conduit qu’a poser certaines hypothéses de voies
mécanistiques impliquées et de métabolites synthétisés. De ce fait, des expérimentations
supplémentaires sont nécessaires. Celles-ci consisteraient a tester des fractions végétales de
polarités différentes chez I’animal, pour remonter progressivement au(x) principe(s) actif(s)
présents dans la plante. Certes, nous avons travaillé uniquement avec des inflorescences
d’Hypocheeris radicata car cet organe est préférentiellement consommé par les animaux.
Cependant, il serait intéressant de prospecter d’autres organes du végétal et de déterminer,
suivant une approche toxicologique « plus conventionnelle », sous quelle(s) forme(s) et a quel
niveau se localise(nt) les métabolites toxiques. Enfin, de la méme maniére que nous avons
essayé un traitement des chevaux atteints avec de la taurine, la connaissance des voies
métaboliques « disruptées » grace a la métabonomique permettront de tester, tout comme
nous avons pu le réaliser sur des animaux de laboratoire, d’autres molécules thérapeutiques

sur I’espece cible.
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In the present study, we have used metabonomics combined with magnetic resonance imaging (MRI)
to investigate an orphan neurological disease, Australian stringhalt, described in horse-ingesting
inflorescences of Hypochoeris radicata (HR), without any knowledge on the toxic principle and without
any practical possibility to perform experiments on the target species. To get valuable candidate biomarkers,
we have chosen the mouse species as a “metabolically competent” laboratory animal model. Metabonomics
has been applied as a holistic approach to obtain some pertinent metabolic information about the target
organs and biomarker metabolites involved in the HR-induced disruptive events. From urine, liver, and
brain metabolic fingerprints, HR ingestion induced a very significant effect on the general metabolism,
which is proportional to the HR dose administered and to the HR intoxication duration. The main metabolic
biomarker in the mouse model of an intoxication specifically induced by HR feeding has been
unambiguously identified as scyllo-inositol. A significant increase of this metabolic marker has been
measured in urine and in hydrosoluble liver or brain extracts with a very significant canonical link between
these two organs. MRI results obtained in the thalamus have confirmed the involvement of scyllo-inositol,
a metabolite found in many neurodegenerative diseases, in some specific metabolic disruptions involved
in both neuronal and glial dysfunctions as awaited from etiology of this horse disease. This brain metabolic
biomarker has been clearly associated with changes in N-acetyl-aspartate, lactate, and choline cerebral
concentration found in both neuronal and glial dysfunctions. Scyllo-inositol is a valuable candidate
biomarker of the Australian stringhalt disease that needs now to be clinically validated in the target

species.

Introduction

Because of its intrinsic properties that come within the domain
of physical chemistry and thermodynamics, metabonomics,
which designs the quantitative metabolomic exploration neces-
sarily processed throughout a factorial design by multivariate
statistics (/), is a highly versatile methodology. Indeed, it could
help to better characterize quantitatively the progression of
metabolic disruptions induced by physiological, pathological,
genetic, nutritional, or toxic factors. In this latter case, meta-
bonomics is able to reveal some specific or generic signatures
of toxic perturbation of organisms and hence to draw the true
perimeter of what should be relevant in defining a convenient
biological model for tracking such metabolic disruptions through
the metabotype concept (/—4). In nutritional toxicology, this
strategy is crucial to access candidate metabolic biomarkers
when etiologic factors are not well-characterized and when the
target species is a domestic species on which animal experi-
mentation is very expensive or may be unethical.

This is the case for equine species, which displays Australian
stringhalt, a neurological horse disease that has been recognized
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for centuries (the first observations were made in 1848) and is
provoked by Hypocheeris radicata (HR), a plant of the Com-
positae family (5—9). Typically, this plant intoxicates horses,
which seem to be the only target animal species. Intoxication
appears in late summer or early autumn, after a prolonged dry
period, when such climatic conditions enable HR to colonize
pastures and to become the major plant species available as
herbivore feeding. It seems that the number of recently recorded
cases increases every year, and that may be related to the global
climate change. In 2003, an epizooty with a few tens of duly
recorded cases happened in France (/0). Intoxicated horses
display an involuntary exaggerated hyperflexion of hindlimbs
and a delayed extension of hocks during forward movement
(11). Marked atrophy of the hindlimb musculature, particularly
in the distal muscles, is associated with this gait. At the present
time, HR etiology still remains obscure except for the fact that
symptoms need a chronic intoxication for a few months to
develop (8).

So, the link between this disease and HR toxicity remains
poorly investigated, and the pathophysiology is still unknown
due to too few epidemiological studies. Moreover, no prior
knowledge in pharmacochemistry and pharmacognosy of this
plant exists. Last, no toxicity test has been achieved in the target
animal species, which is explained mainly by the critical
approach concerning the nervous system investigation but also
by ethical issues.

© 2008 American Chemical Society
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Metabonomics To Study Hypocheeris radicata’s Toxicity

As a seemingly deconvoluted method of the HR-induced
pathological progression phenomenon, metabonomics performed
on laboratory animals can help to track some relevant metabolic
biomarkers if the toxicants present in HR possess, as far as the
intermediate metabolism is concerned, the same disruptive
properties in the same or in comparable target organs. This
should be true even though the animal model does not develop
the same pathophysiological end events as the target species.
As well-exemplified in many instances until now, 'H NMR
spectroscopy has been highly effective in the identification of
novel biomarkers that may be indicative of specific organ
damages (/2) but also of pharmacokinetics of a toxic insult or
a drug response or the progression of diseases such as
neurological diseases (/3), diabetes (/4), or coronary heart
diseases (15). Nevertheless, in the absence of any knowledge
on the responsible toxicant present in the plant, metabonomics
has still not be used in an a priori “metabolically competent”
animal model to generate candidate metabolic biomarkers, which
could be pivotal in characterizing the progression of pathology
in the target species. In the present study, by combining high-
throughput metabolic '"H NMR fingerprinting and multivariate
statistic analyses, we show that metabonomics possesses per se
this metabolic biomarking potential. Indeed, this exploratory
metabolomic study is powerful enough (i) to reveal in urine
and in tissues like liver or brain some specific signatures of
HR-induced metabolic deviations, these signatures being de-
pendent on the HR dose administered and on the HR intoxication
duration, and (ii) to generate a major candidate biomarker, which
was in vivo validated in the brain of HR-treated mice by
magnetic resonance imaging (MRI).

Materials and Methods

Vegetal Materials. Flowers of HR were collected from eight
different pastures colonized by this weed, between August 2005
and November 2005, in the south of France (Pyrénées-Atlantique
and Haute-Garonne) and near Paris (Yvelines) and were freeze-
dried by Lyophal (Salon-de-Provence, France). The flowers were
hand-picked to discard undesirable vegetal materials, and vegetal
samples were powdered in a grinder and then stored in opaque
airtight vials and frozen at —20 °C. A dietary composition
analysis of HR powder samples with determination of crude
fiber, crude protein, and methionine concentration as well as
measurement of fat and nitrogen-free contents was achieved by
Lara Europe Analyses (Toulouse, France) to adjust energy and
protein contents of the HR-containing diets.

Diets. The powder of flowers was incorporated in a com-
mercial UAR 210 rodent food (Augy, France) to obtain the two
final HR concentrations of 3 and 9% incorporated in feed. To
ensure a complete covering of nutritional requirements, casein
and rapeseed oil were added to the diet, after measuring the
nutritional values of the flowers. Finally, all diets containing 0,
3, and 9% HR were stored in hermetically sealed bags and
frozen at —20 °C until use.

Animal Handling and Tissue Preparation. All experiments
were conducted under European Union Guidelines for the use
and care of laboratory animals and were approved by the
institutional ethics committee. Seventy-two 5 week old mice
C57BL/6J (The Jackson Laboratory), weighing about 20 g (36
males and 36 females), were purchased from Janvier laboratories
(Le Genest Saint Isle, France) and identified by permanent marks
on the tails. They were randomly distributed in 18 different
groups defined according to gender, HR dose (control, 3, and
9%), and sacrifice date (eighth, 15th, or 21st day). They were
housed in plastic cages (one cage per batch of four animals)
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and maintained at 21 & 2 °C and 50 £ 10% of relative humidity
on a 12 h light/dark cycle. Water was given ad libitum. After
a 5 day acclimatization period (all groups were fed with UAR
210 rodent diet), mice received either UAR 210 only (control
group, 5 g/animal/day, n = 24) or a diet containing either 3 or
9% HR (treated groups: 5 g/animal/day, n = 48). The body
weight was measured weekly, and diet consumption was
recorded daily. Urine collection was realized above a Parafilm
sheet two times per week by compressing the bladder of mice.
Each sample was immediately frozen at —20 °C.

Animals were sacrificed by exsanguination. At each sacrifice
time, six groups of mice were sacrificed (control, 3, and 9%
HR groups for both genders). The brains were excised behind
the optic nerve section and removed. Brains, livers, and kidneys
were weighed and immediately frozen in liquid nitrogen and
then stored at —80 °C until NMR spectroscopic analysis.

'"H NMR Spectroscopy of Urine Samples. Urine samples
were prepared by mixing urine (80—100 uL) with phosphate
buffer (600—620 uL, pH 7.4, 0.2 M) containing 10% D,0O as a
field frequency lock and 0.05% sodium 3-trimethylsilyl-propi-
onate-2,2,3,3-d, (TMSP, internal standard) as a chemical shift
reference. Buffered urine samples were then centrifuged at
13000g for 10 min to remove any precipitates, and aliquots of
0.6 mL were transferred to 5 mm NMR tubes for '"H NMR
analysis.

All "H NMR spectra were acquired at 300 K on a Bruker
DRX-600 Avance NMR spectrometer operating at 600.13 MHz
for "H resonance frequency, using an inverse detection 5 mm
"H—"3C—"5N cryoprobe attached to a cryo-platform (the pream-
plifier cooling unit). The 1D “Improved Watergate” sequence
was used for suppression of water resonance. For each sample,
128 transients were accumulated with a spectral width of 12
ppm typically collecting 64k data points. Data were apodized
with an exponential function using a line broadening of 0.3 Hz
prior to Fourier transformation. All 'H NMR spectra were
phased, and the baseline was corrected and then submitted to a
bucketing procedure (see below).

'"H NMR Spectroscopy of Brain Tissue Extracts. The organ
extraction method used here, which derives from the Folch
procedure (/6) and is adapted from the one described by Waters
et al. (I7), allowed us to prepare lipophilic and hydrophilic
extracts. Samples of liver or brain, the latter being taken from
the hemiencephalon of a mouse without either olfactory bulbs
or the cerebellum, were processed as follows. After ap-
proximately 100 mg of tissue was thawed and weighed, each
sample was homogenized in 2 mL of acetonitrile/water (50/50,
v/v) in an ice/water bath for 30 s with a Kinematica Polytron
homogenizer and then centrifuged at 3000g for 10 min at 4 °C.
The supernatant (aqueous extract) was removed and freeze-dried
before reconstitution in 600 uL of D,O and then frozen at —20
°C until NMR analysis. The pellet was treated with 2 mL of
chloroform/methanol (75/25, v/v) and then homogenized again
for 30 s with a Kinematica Polytron homogenizer and centri-
fuged at 3000g at 4 °C for 15 min. The supernatant (lipophilic
extract) was removed with a Pasteur pipet and dried under a
stream of nitrogen and reconstituted in 600 uL. of CDCL5, and
finally frozen at —20 °C until analysis. All along the extraction
procedure, all samples were preserved in an ice/water bath. The
reconstituted solutions were transferred to 5 mm NMR tubes.

"H NMR spectra of brain tissue extracts were acquired at
300 K on a Bruker DRX-600 Avance spectrometer at 600.13
MHz with 1D '"H “Improved Watergate” for achieving satisfac-
tory water suppression on aqueous extracts. For lipophilic
extracts, the standard '"H pulse sequence was used. For each
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sample, 128 transients were collected into 64K data points with
a relaxation delay of 2 s. A 12 ppm spectral width was used.
The data were apodized with an exponential function using a
line broadening of 0.3 Hz prior to Fourier transformation. All
NMR spectra were phased, and the baseline was corrected and
then submitted to a bucketing procedure (see hereafter).

To confirm the chemical structure of interesting metabolic
biomarkers present in the brain, a 2D 'H—"*C HSQC (hetero-
nuclear single quantum coherence spectroscopy) NMR experi-
ment giving the chemical shifts of the carbon atoms to which
the protons are attached was used. It was performed from a
pool of three brain aqueous extracts of mice treated with 9%
HR that were freeze-dried and reconstituted in deuterated water.

Data Reduction and Multivariate Statistic Processing.
Urine and brain extract spectra were data-reduced prior to
statistical analysis using AMIX software (Analysis of Mixtures
v 3.6.4) from Bruker Analytische Messtechnik (Karlsruhe,
Germany). The spectral region ¢ 0.5—10.0 ppm was segmented
into consecutive nonoverlapping regions of 0.01 ppm (buckets).
The region ¢ 4.5—6.5 ppm in the urine spectra was excluded
from the recognition analysis to eliminate artifacts of residual
water and urea resonances. For the NMR spectra of aqueous
extracts, the region 6 4.5—5.0 ppm, which includes the water
resonance, and the region containing a residual acetonitrile signal
(60 2.0—2.10 ppm) were also removed. For the chloroform/
methanol extracts, the regions 0 3.30—3.40 ppm (residual
methanol) and 6 6.5—7.5 ppm (chloroform) were removed from
all spectra. The area of each segmented region was expressed
as an integral value resulting in an intensity distribution of the
whole spectrum with 751 variables per urine NMR spectrum
acquired on urine or 901 variables per spectrum acquired on
aqueous or lipophilic extract prepared from brain or hepatic
tissue prior to principal component analysis (PCA) and linear
discriminant analysis (LDA).

Multidimensional statistical analyses of fingerprint data were
achieved on log-transformed variables as published previously
(18). Briefly, to remove redundant variables, a double filtration
was done corresponding first to a one-way ANOVA-based
filtration using the factor “group”, which is the combination
between gender, HR dose, and HR treatment duration factors.
This preliminary step was carried out first to remove nonsig-
nificant variables with a threshold p value at 0.05 and to select
variables by a step-by-step process from the set of ANOVA-
preselected variables. In this selection algorithm, a filtering
function was used to iteratively discard any candidate variable
that is highly correlated to an already selected variable and to
select one more variable that is highly predictive of the
remaining information space, which is orthogonal to the
information space modeled by the set of already selected
variables at this step.

PCA that assumes no previous knowledge of sample class
was performed in a first stage to reveal any aberrant individual
sample. Then, to maximize separation between groups, LDA
was performed by using the factor “group” as a dummy variable,
and complementary canonical analyses were done to calculate
Mahalanobis distances and to perform multivariate statistical
tests. Finally, clustering methods were applied to investigate
the information redundancy due to the presence of highly
correlated variables. Alternatively, partial least-squares regres-
sion-based discriminant analyses (PLS-DA) were performed on
NMR data submitted in a prior stage to a PLS-driven orthogonal
signal correction (OSC-PLS). Complementary canonical analy-
ses between two matrices corresponding to two sets of NMR
fingerprint data were performed on OSC-PLS corrected data
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using PLS2-based canonical analyses. All statistical analyses
were performed by using SPlus 2000 v2.0 (Insightful Corp.,
Seattle, WA) including Mass and Multidim (www.lsp.ups-tlse.fr/
Carlier/Logiciel.html) libraries, Simca-P 11.0 (Umea, Sweden),
and SAS v8.01 (SAS Institute Inc., Cary, NC).

In Vivo MRI. Animals. A total of 12 males (six male mice
given a 9% HR diet and six control mice) were used for in
vivo metabolite quantification using 'H NMR localized spec-
troscopy. All experiments were performed at 9.4 T on a Bruker
Avance DRX 400 microimaging system with a wide-bore
vertical magnet and a Micro 2.5 gradient system (Bruker,
Ettlingen, Germany).

Magnetic Resonance Localized Spectroscopy. Animals
were anaesthetized through a mask by spontaneous inhalation
of 1—3% isoflurane and air (300 mL/min) using a Univentor
400 anesthesia unit (Univentor, Malta). They were carefully
secured in a Bruker Micro AHS/RF animal handling system
with the head centered in a 20 mm diameter birdcage radiof-
requency coil used for excitation and signal reception. The air
temperature surrounding the mouse chamber was maintained
at 39 °C by warm air circulation. Mice were left to breathe
freely during the MR acquisition (1 h) and were monitored for
changes in their respiratory rate to adjust the anesthetic
concentration. High-resolution T2 weighted axial images were
acquired using a TurboRARE (rapid acquisition with relaxation
enhancement) pulse sequence (TEeffective =36 ms, TR =4.5 s,
RARE factor = 8, and nine contiguous 2 mm thick slices). The
spectroscopic volume of interest (VOI) was positioned in the
thalamus. The size of the VOI was set to 18 4L (3.00 mm x
3.00 mm x 2.00 mm). Magnetic field homogeneity was
optimized for the VOI by manual shimming of first order (X-
Y-Z) shims to the unsuppressed water peak until the spectra
exhibited a full-width, half-height (fwhh) less than 20 Hz. 'H
magnetic resonance spectroscopy (MRS) was performed using
a point-resolved spectroscopy (PRESS) sequence used for
localized signal acquisition (TE = 8.8 ms, TR = 2000 ms, and
spectral width = 5 kHz). The water signal from the VOI was
suppressed by variable power RF pulses with optimized
relaxation delays (VAPOR) (79). Each spectrum represented
an average of 1024 scans for a total acquisition time of 17 min.

Metabolite Quantification. All spectra were analyzed in the
spectrum domain using the software curve integration PeakFit
(Systat Software Inc., San Jose, CA). The relative contribution
of each metabolite was obtained by an integration of the area
under each peak. The mathematical model used for NMR signal
integration was the sum of lorentzien and gaussien areas. The
results of integration were expressed in percentage of the sum
of the 14 metabolites selected, and the so-expressed variables
were submitted to the arsin (\/ x) transformation, which is usually
applied to percentage-expressed variables to get homogeneous
variances before achieving statistical analyses. Differences in
relative metabolite measurements between control and HR-
treated mice were analyzed using a one-way ANOVA followed
by a Tukey posthoc test for achieving the comparison of the
means.

Results

Animal Breeding Parameters and Clinical and Postmor-
tem Data. No clinical symptom was observed, even on mice
sacrificed after a HR treatment administered for 21 days. None
of the different animal breeding parameters examined (i.e.,
animal weight, consumption index, mean daily weight gain) was
different between control and treated animals. Moreover, at
sacrifice time, no macroscopic modification or lesion of tissue
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Figure 1. LDA performed on 150 metabolic variables selected from
fingerprints obtained by "H NMR performed at 600.13 MHz on 332
urinary samples. The dummy variable selected is the “group” factor.
A 61.5% amount of the total metabolic information is projected on the
factorial plan LD1 x LD2 (a) and the factorial plan LD2 x LD3 (b).
Arrows stand for metabolic trajectories throughout the study followed
by every group fed either a control or a 3 or 9% HR diet. Barycenters
give the dates for organ collection and correspond to the duration of
HR intoxication (d8, day8; d15, day15; and d21, day21).

was observed, and no significant difference in the weights of
brain, liver, and kidney was reported between the different
groups of animals.

Urinary Trajectories Reveal from 'H NMR Fingerprints
a HR-Induced Metabolic Disruption. The setting up of
metabolic disruptions provoked by an ingestion of 3 or 9% HR
incorporated in the diet can be easily obtained from metabo-
nomic exploration performed on "H NMR on urine samples
collected on both male and female mice at different time points
for 3 weeks (Figure 1). No prior data treatment such as an OSC
taking into account the dummy variables describing both the
gender and the HR dose factors was necessary to reveal a
variance-based hierarchy between the different factors studied
here. From the LDA performed on 332 urinary samples and
150 variables selected by the prior robust algorithm of variables
preselection used here, the first four resulting linear discriminant
(LD) axes are all highly significant and account for 66.2% of
the variance calculated between the groups. The first LD
summarizes 33.1% of the variance calculated between the
different groups and gives a clear discrimination between
genders with, in addition for both male and female control
groups, a significant variation with age of animals in the
metabolic urinary fingerprint (Figure 1a). Indeed, with such a
multidimensional analysis, it is possible from the fourth day to
detect subtle but significant metabolic variations such as those
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revealing an age effect with a discretization step of only few
days, and every treated group denotes a metabolic fingerprint
at a given age that is statistically different from all others as
revealed by the analysis of Mahalanobis distances calculated
between the different groups, which all are very significant (p
> (.0001, data not shown). This latter characteristic is better
revealed by the LD3, which summarizes 8.1% of the between-
group variance and shows a parallel variation with age of the
general metabolism for both male and female control animals
(Figure 1b). Unfortunately, only few variables that explain the
LD1 building are unambiguously characterized from the NMR
signal. The variable detected at 6 = 1.21 ppm, which is the
variable the most correlated to LD1, can not be identified, and
only valine, trimethylamine (TMA), and dimethylamine (DMA)
have been shown to be responsible for the gender-based
discrimination, when putrescine has been tentatively identified
as the second most important canonical variable correlated to
the first LD (Table 1).

The second discriminant axis accounts for 20.3% of the
between-group variance and reveals the metabolic adjustment
to HR intoxication, the metabolic trajectory with 3% HR diet
ingestion being of lower amplitude than the one obtained with
9% HR diet ingestion (Figure 1a). Moreover, with 3% HR diet
ingestion, an inflection of the metabolic trajectories detected at
day 15 and prolonged to day 21 is perceptible, with a tendency
of these trajectories to become parallel to LD1. This intermediate
metabolic situation obtained in response to ingestion of 3% HR
in the diet is evidently present on the second factorial plan (LD2
x LD3) (Figure 1b) and is better exemplified for females than
males. This transitory metabolic pattern is not seen for animals
fed a 9% HR diet for which the metabolic disruption is more
intense. On this factorial plan, we can notice also that treated
males display a less intense metabolic response to HR intoxica-
tion than females, whatever the HR dose incorporated in the
diet. Therefore, it seems that HR-treated females are metaboli-
cally more responsive than HR-treated males, when no gender
effect is denoted for control animals (Figure 1b).

The main identified urinary metabolite, which is canonically
linked to LD2, is hippurate (3.96, 7.64, 7.84 ppm) (Table 1). A
second biomarker of HR intoxication positively correlated to
LD2 displays a 'H chemical shift at 3.35 ppm and corresponds
to scyllo-inositol (s-Ins) (Figure 2), as confirmed by 'H NMR
with a reference compound. This second metabolic biomarker
of HR intoxication is observed on the spectrum of urine collected
on 9% HR-treated mice but is quite indiscernible from the
baseline in the urine spectrum of control animals. Although of
lower intensity, this metabolite is also observed on 3% HR-
treated mouse urine spectra. The first metabolite canonically
linked to LD3 is identified as creatinine (0 = 4.03 ppm), but
most other variables are left unidentified (Table 1).

Metabolic Disruptive Events in Liver. No clear structuring
of the metabolic information coming from lipophilic hepatic
extracts by discriminant analysis can emerge from mining 'H
NMR fingerprint data. Similarly, LDA or PLS-DA directly
performed on raw 'H NMR fingerprint data acquired from
hydrosoluble liver extracts failed to reveal any specific structur-
ing between groups of animals, and this data treatment drawback
reveals in fact that HR ingestion has a low to very moderate
impact on the general metabolism. However, when an oriented
correction of NMR data based on several controlled factors is
achieved, either LDA or PLS-DA is successfully performed on
the data set obtained from hydrosoluble liver extracts and gives
a hierarchy between the different factors studied here. Indeed,
for efficiently achieving the correction of 'H NMR data, it is
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Table 1. Summary of Major Urinary Metabolites Involved in Building of LD Axes Assigned According to Their 'H Chemical
Shift & (ppm) by Comparison with NMR Chemical Shift Assignment Tables®

"H Chemical Change

shift LD1 LD2 LD3 with HR
Metabolites treatment

3 (ppm),

multiplicity” p rank | p rank | p rank

1.21 0.98 1 0.05 0.11 unassigned 2

1.79,br 090 2 0.01 0.32 putrescine 2

1.04,d 0.88 3 0.40 0.14 valine 2

2.81,s 0.81 14 0.01 0.36 trimethylamine A

3.03,5 0.68 21 0.25 0.48 20 creatine 2

3.05,s 0.57 25 0.71 7 0.05 creatinine N

2.71,s 049 30 0.37 0.50 14 dimethylamine N

3.36,5 033 35 0.54 049 15 scyllo-inositol A

7.64,¢ 0.08 087 5 0.27 hippurate 2

2.12s 0.06 0.43 0.60 6 dimethylamine N

3.35,s 0.05 091 2 0.25 scyllo-inositol A

7.83,d 0.03 089 4 0.29 hippurate 2

7.84,d 0.01 090 3 o028 hippurate 2

3.96,s 0.00 095 1 0.26 hippurate 2

“The correlation sign of each metabolite enables us to explain changes of direction in response to the HR treatment. ” Key: d, doublet; t, triplet; s,

singlet; br, broad; and m, multiplet.
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Figure 2. Fingerprint comparison of urine collected on a control mouse (a) and on a mouse fed a diet containing 9% HR (b). A peak displaying
a "H chemical shift at & = 3.35 ppm is present in the urine spectrum of the HR-treated mouse but is quite indiscernible from basal line in the urine
spectrum of a control mouse. This signal has been unequivocally assigned to scyllo-inositol thanks to an authentic standard used to spike a HR 9%
urinary sample. Scyllo-inositol is the second metabolic biomarker of the HR intoxication.

possible first to discard by ANOVA a specific although
unexplained block effect corresponding to both the date of
euthanasia of animal and the duration of HR ingestion (i.e., 8,
15, and 21 days), this block effect being clearly detectable by

LDA in control animals euthanized 15 days after the onset of
experimentation when compared to animals euthanized 8 and
21 days after the onset of experimentation. Then, an OSC-PLS
procedure is necessary to discard a large part of the variance,
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Figure 3. Projection on the plan 7[1] x #[2] of scores calculated from
the PLS-DA performed on the 40.6% variance kept after a data
correction consisting first of an ANOVA used to discard a specific block
effect between the different HR treatment durations and dates of
euthanasia and then of an OSC-PLS procedure of NMR raw fingerprints
acquired on liver aqueous extracts prepared from male and female mice.
Barycenters give the dates for organ collection and correspond to the
duration of HR intoxication (d8, day8; d15, dayl5; and d21, day21).

which is not modeled by a gender effect or by an effect taking
into account the HR treatment (dose, duration). So, from the
40.6% variance kept after such a global correction of '"H NMR
raw data, it is possible by PLS-DA to discriminate first males
from females on the first component but also, inside each gender,
control animals from 3% HR- or 9% HR-treated animals (Figure
3). The second component reveals a clear discrimination
between control animals and HR-treated animals. Besides, when
a LDA is performed on the 30 most important variables among
the 68 variables susceptible to predict the initial information
space throughout the different groups, these variables being
preselected in a prior step from the 309 most important variables
used in the projection of scores on the factorial map given by
PLS-DA, it gives a similar projection of individuals on the
factorial plan 1 x 2 (data not shown), with LD1 and LD2
representing 43.8 and 25.2% of the between-group variance,
respectively. When Mahalanobis distances between the different
male and female groups are computed from this LDA, the
progression of the metabolic disruption is more important in
females than in males (Table 2a). Indeed, even with a prior
ANOVA correction taking into account the block effect existing
between the different animal groups euthanized either 15 days
or 8 and 21 days after the onset of the experimentation, it seems
that in males, the maximal intensity in the metabolic disruption
observed in aqueous liver extracts is already observable on the
15th day when mice were fed a diet containing either 3 or 9%
HR, the Mahalanobis distances between these different groups
being not significantly different from zero. By contrast, in
females, the metabolic disruption in liver is more intense in the
group of animals fed a 9% HR diet for 8—21 days than in
animals fed a 3% HR diet.

The first component, which explains a significant hepatic
metabolic contrast between males and females but also a HR
dose—effect relationship for both genders, is complex. Only two
variables were identified as follows: nicotinamide at 6 = 8.74
ppm and inosine at 0 = 8.26 ppm, which are, respectively,
positively and negatively correlated to the first component.
Among variables that are highly correlated to the second
component, only one variable has been identified; it displays a
chemical shift at 3.34 ppm and corresponds to s-Ins (Table 3a).

Metabolic Disruptive Events in Brain. As for liver, no
significant structuring of the metabolic information coming from
"H NMR fingerprints of lipophilic brain extracts can result from
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multivariate treatment. On the contrary, metabolic deviations
proportional to the HR dose ingested and to the duration of
intoxication are well-demonstrated in the brain aqueous extracts
of either males or females (Figure 4a). Whatever the gender
considered, the first LD, which accounts for 90.3% of the
between-group variance, is mainly explained by a HR dose
effect. In addition, within each HR concentration group, we can
notice from the projection of individuals on LD1 a gradient in
the metabolic disruption explained by the HR feeding duration
(Figure 4a). For a given gender, all Mahalanobis distances
between different groups for a given HR treatment duration are
highly significant (p < 0.0001), except for males fed a 3% HR
diet for either 15 or 21 days, which display a very similar brain
metabolic deviation (Table 2b). In brain hydrosoluble extracts,
the first variable mainly involved in the building of LD1 stands
for the metabolite identified as s-Ins with a characteristic 'H
chemical shift at & = 3.34 ppm (p > 0.99). The 2D 'H-"*C
HSQC NMR experiment achieved on three pooled samples,
which have been concentrated by freeze-drying, confirmed this
assignment (data not shown). Indeed, on the spectrum, we could
notice a correlation between the signal at 3.34 ppm (‘H chemical
shift) and the signal at 76.3 ppm ('*C chemical shift), which
unambiguously correspond to scyllo-inositol. Interestingly, the
variation in the relative concentrations of s-Ins is opposed to
the one of myo-inositol (m-Ins) (6 = 3.60 ppm, p = —0.70),
which is the second more important variable canonically linked
to LDI1. This contrasted metabolic fingerprint in the spectral
region at O = 3.34 ppm (s-Ins) is easily observable in '"H NMR
spectra of brain extracts prepared from animals treated with 9%
HR (Figure 5). Some other variables are canonically linked to
LD1: valine (0 = 1.05 ppm, p = —0.31), alanine (6 =1.49
ppm, p = —0.30), and inosine (6 = 6.06 ppm, p = 0.16) (Table
3b).

Analysis of the variation of m-Ins/creatine and s-Ins/creatine
ratios according to HR concentration present in the diet has been
performed using for the calculation of the m-Ins variable the
geometric mean of the two variables corresponding to two
among the four chemical shifts of m-Ins found as canonical
variables in LDA (Figure 4b). Contrarily to s-Ins/creatine
concentrations, which significantly increase with HR dose (p
< 10_6) whatever the mice gender considered, m-Ins/creatine
ones are weakly but significantly decreased by the HR treatment
(p =3 x 1077), and no additional difference is further explained
by a dose effect being detected between 3 and 9% HR-treated
animals (Figure 4b). So, in brain, the relative increase in s-Ins
concentrations seems to be a valuable biomarker of the
metabolic disruption induced by HR ingestion.

Although it is highly significant, the second LD, which
accounts for only 2.8% of the modeled variance, is not easily
explainable when considering the controlled factors used in this
study. Biomarkers correlated to this LD are identified as alanine,
m-Ins, glutamine, and glutamic acid (Table 3b). Because of the
seemingly “size” factor displayed by the first LD and the
difficulty to correlate the second LD to any controlled factor, a
data preprocessing has been performed, which consists in
sequential OSC-based PLS regressions, considering first the
gender factor, then the HR dose factor, and last the group factor.
At each step, three orthogonal components have been calculated,
and the initial metabolic information, which decreases succes-
sively to 33.5, 23.8, and 20.7%, has been corrected efficiently
according to these factors. After such an OSC-PLS-driven data
correction, the first component modeled by PLS-DA gives a
significant discrimination between control animals and HR-
treated animals with, in addition, a clear distinction between
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Table 2. Summary of p Values for Mahalanobis Distances between Either Different Female (Lower Left Triangular Matrix) or
Male Groups (Upper Right Triangular Matrix), Which Are Calculated from LDA Performed on the 30 Most Important
Metabonomic Variables Selected from Aqueous Liver Extracts (a) and Aqueous Brain Extracts (b), Are Not Significantly
Different from Zero®

a.

Aqueous liver extract fingerprints

HR-3% HR-9% Control Males
8 15 21 8 15 21 8 15 21 Groups
8 0.0404 0.4228|0.0214 0.0053 0.1808(0.0003 0.0002 <0.0001 8
HR-3% 15 [0.0079 0.3365 [ 0.0876 0.0775 0.1746(<0.0001 0.0002 <0.0001 15 HR-3%
21 0.0174 <0.0001 0.2122 0.0770 0.5568| 0.0002 0.0010 <0.0001 21
8 0.0042 <0.0001 0.0096 0.0868 0.3605|<0.0001 0.0002 <0.0001 8
HR-9% 15 |0.0160 0.0534 0.0002 <0.0001 <0.0001 <0.0001 15 HR-9%
21 |0.1704 0.0005 0.0493|0.0285 0.0213 <0.0001 0.0005 <0.0001 21
8 <0.0001 <0.0001 <0.0001 | <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.034 0.0003 8
Control 15 | =<0.0001 <0.0001 <0.0001 [<0.0001 <0.0001 <0.0001|0.0465 0.0035]| 15 Control
21 | <0.0001 <0.0001 <0.0001 |<0,0001 <0.0001 <0.0001|0.0080 0.0719 21
Groups 8 15 21 8 15 21 8 15 21
Females HR-3% HR-9% Control
b.  Agqueous brain extract fingerprints
HR-3% HR-9% Control Males
8 15 21 8 15 21 8 15 21 Groups
8 <0.0001 <0.0001 | <0.0001 <0.0001 <0.0001 |<0.0001 <0.0001 <0.0001 8
HR-3% 15 | <0.0001 0.1051 |0.0082 <0.0001 <0.0001 | <0.0001 <0.0001 <0.0001 15 HR-3%
21 | =0.0001 0.0627 0.0081 <0.0001 <0.0001 |<0.0001 <0.0001 <0.0001 21
8 <0.0001 0.0004 0.0024 <0.0001 <0.0001 |<0.0001 <0.0001 <0.0001 8
HR-9% 15 |<0.0001 <0.0001 0.0015]<0.0001 0.0003 | <0.0001 <0.0001 <0.0001 15 HR-9%
21 | <0.0001 <0.0001 <0.0001 |<0.0001 0.0111 <0.0001 <0.0001 <0.0001 21
8 <0.0001 =<0.0001 <0.0001 |<0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0548 0.0073 8
Control 15 | <0.0001 <0.0001 <0.0001 |<0.0001 <0.0001 <0.0001|0.3321 0.0168 15 Control
21 | =0.0001 <0.0001 <0.0001 |<0.0001 <0.0001 <0.0001|0.0303 0.0007 21
Groups 8 15 21 8 15 21 8 15 21
Females HR-3% HR-9% Control

“ Nonsignificant p values are in dark gray. The first diagonal (cells

and male (upper) distance matrices.

animals fed a 3% HR diet from animals fed a 9% HR diet (data
not shown). Additionally, the second component gives a
significant separation between males and females. This PLS-
DA is very comparable to the one obtained from fingerprint
data acquired on liver hydrosoluble extracts of the same animals.

Canonical Relationships between Brain and Liver Meta-
bolic Signatures. A parallel structuring of metabolic information
in liver and brain collected from the same treated animals is a
preliminary requirement to search a more global view in
metabolic disruptive events that may appear simultaneously in
different organs. For establishing such a global correlation
between some specific tissular metabolic signatures, a PLS2
analysis has been performed, which is fundamentally a canonical
analysis and corresponds to the projection of one first principal
component obtained on a given X matrix (here, "H NMR spectra
coming from hydrosoluble liver extract fingerprints) on another
first principal component obtained on a given Y matrix (here,

in light grey) corresponds to the physical separation between the female (lower)

'"H NMR spectra coming from hydrosoluble brain extract
fingerprints), these two matrices being obtained on the same
individuals. Raw fingerprint data were preprocessed as described
above by ANOVA and/or OSC-PLS-driven correction proce-
dures to discard some existing block effect and the variance,
which cannot be modeled by any controlled factor studied here.
A significant correlation between the two first PLS2 components
calculated between hydrosoluble brain and liver metabolomes
has been established and gives on the resulting biplot an
opposition between males and females and, orthogonally, an
opposition between control and HR-treated animals (Figure 6).
Variables explaining this information structuring with a norm
above 0.5 have been projected on the same plot. From this global
regression between 'H NMR fingerprint data acquired from liver
aqueous extracts and from brain aqueous extracts, a close
proximity between the two respective more informative biom-
arkers of HR intoxication, that is, s-Ins in liver and in brain, is
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Table 3. Summary of Major Metabolites in Liver (a) and Brain (b) Aqueous Extracts Involved in the Building of LD1, LD2, and
LD3 Assigned According to their "H Chemical Shift 4 (ppm) by Comparison with NMR Chemical Shift Assignment Tables”

(a) Aqueous liver extract

'"H Chemical LD1 LD2 LD3
shift ange wi
T [
0 (ppm), p rank p rank p rank ’
multiplicity”
8.74,d 0.80 4 0.44 0.25 nicotinamide A
8.26,s .60 .00 0.12 inosine N
3.34,s 0.45 0.65 3 0.29 7 scyllo-inositol A
(b) Aqueous brain extract
'H Chemical LD1 LD2 LD3
shift Change with
Metabolites HR
0 (ppm), p rank p rank p rank treatment
multiplicity’
3.34s 0.99 1 0.01 0.00 scyllo-inositol 2
3.60,t 0.69 2 0.33 4 0.29 myo-inositol N
1.05,d 0.31 3 0.28 0.47 2 valine N
1.49,d 0.30 9 0.39 2 0.37 5 alanine N
6.06,d 0.15 0.20 0.05 inosine A
2.36,m 0.06 0.14 0.31 6 glutamine N
4.09,q 0.01 0.00 0.43 4 lactate A
2.08,m 0.01 0.47 1 .00 glutamate N
393 0.00 0.04 0.01 creatine A

“The correlation sign of each metabolite enables us to explain changes of direction in response to the HR treatment. ” Key: d, doublet; t, triplet; s,

singlet; br, broad; m, multiplet; and q, quadruplet.

clearly established (Figure 6). Interestingly, the brain variable
named B3.60 corresponding to m-Ins (0 = 3.60 ppm) is
projected at the opposite part of these two metabolic biomarkers
but not the corresponding liver variable named L3.60, the
variation in the relative hepatic m-Ins content being linked to a
gender effect, whatever the HR treatment used (dose and
duration). Additionally, among the main informative variables
involved in describing HR intoxication in brain, glutamate has
also been identified at 6 = 3.38 ppm.

In Vivo MRI in Brain of 9% HR-Treated Mice. Spectra
have been obtained from 'H NMR data acquired by in vivo
MRI using a VOI positioned in the thalamus of control and 9%
HR-treated male mice (Figure 7a). In vivo preliminary MRI
studies using a VOI positioned in the cortex of HR-treated mice
did not enable us to easily display a 'H resonance, which was
attributed to s-Ins, contrarily to what we have detected in the
thalamus. In this region, only the 9% HR-treated mice display
a significant although minor signal found at a chemical shift of
3.34 ppm corresponding to s-Ins but not the control mice (Figure
7b). A one-way ANOVA has been performed for every other
assigned variable quantified at the same time from raw integrated
spectra coming from in vivo MRI and enables us to give
significant results only for s-Ins (p = 0.0013). Nevertheless, a

PLS2-based canonical regression between this set of brain
metabolites and the "H NMR fingerprints of hydrosoluble brain
extracts performed on the same animals has been obtained after
correcting the two data sets by an OSC-PLS-driven correction
procedure. More precisely, for "H NMR fingerprints acquired
on hydrosoluble brain extracts, the raw data set has been
submitted to an OSC-based PLS correction, which rejects 49.6%
of the initial metabolomic variance. For the different 14 brain
metabolites quantified from the raw integrated spectra issued
from in vivo MRI, the arsin («/p) transformation of every
variable expressed in percent is necessary to get a better variance
homogeneity. Data have then been corrected by an OSC-based
PLS regression, which discards up to 55.6% of the initial
variance, which cannot be explained by the HR treatment factor.
The canonical analysis obtained by the PLS2 analysis between
these two so-corrected data sets showed that the 'H NMR
variable named B3.34 is again projected where scores of HR-
treated animals are found (Figure 7c). Besides, the relative
content in the following MRI variables corrected as described
above, that is, N-acetyl-aspartate, lactate, and choline, is
increased after HR treatment (p < 107>, p = 0.02, and p =
0.03, respectively) when the relative glutamine concentration
is lowered in response to HR treatment (p = 0.04) (Figure 7c).
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ratios according to the HR dose incorporated in the diet. Multiple comparisons between the doses have been performed after a one-way ANOVA

by Tukey’s test.

Discussion

In the present study, we have used the scrutiny power of
metabonomics to find putative metabolic biomarkers of an
orphan neurological disease in horse, the Australian stringhalt,
which results from ingestion of inflorescences of HR. Without
having any prior knowledge on the toxic principle or having
any practical possibility to perform experiments on the target
species but by only tracking some hypothetical orthologous
metabolic disruptions in a supposedly target organ, the brain,
we showed that mouse was a convenient laboratory animal
model. Indeed, our previous experimental investigations per-
formed on laboratory species like rat or mouse fed a diet
containing 1—3% HR for a few weeks did not enable us to
reproduce any symptom of the disease, and as a consequence,
we were unable to find any direct explanation for the neuro-
toxicological mechanism really involved. To get valuable
candidate biomarkers, we have chosen to find a “metabolically
competent” laboratory animal model like mouse, even though
it does not seem to be an animal model usable for easily
reproducing the neurological disease, and we have tried to apply
an holistic approach to obtain some pertinent metabolic infor-
mation about the target organs and metabolites involved in some
HR-induced disruptive events. Indeed, from urine and liver
metabolic signatures, we were able to quantify a HR-induced

effect on the general metabolism, which was proportional to
the HR dose administered and to the HR intoxication duration.
From the metabonomic examination of brain hydrosoluble
extracts, we were able to access meaningful metabolically driven
disruptive events in the nervous system, which is a probable
target tissue in the laboratory animal model given the symp-
tomatology established in horses. Indeed, in horses, the disease
affects the peripheral nervous system, leading to an abnormal
gait due to an ascending peripheral distal axonopathy involving
long myelinated nerve fibers of the hind limbs (5, 9, 20).

Using such a pragmatic approach, our results show that mouse
displays a metabolic disruption after HR ingestion, which is
proportional to the HR dose ingested and to the length of HR
exposure, with an increase in scyllo-inositol found in urine and
in hydrosoluble extracts prepared from liver or brain. Besides,
these two latter matrices display an interesting global statistical
correlation.

Indeed, in urine, even though a large part of the metabolic
information is explained by the gender factor as revealed by
the first LD (Figure 1), the HR response is unequivocally
revealed by the second LD in both genders, with a more
pronounced metabolic response for females than males after HR
ingestion displayed on the third one, which may result from a
well-established metabolic sexual dimorphism (27). Our results
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Figure 6. Resulting biplot performed on the two first PLS2 components
calculated between hydrosoluble brain and liver metabolomes. Raw
fingerprint data were preprocessed as described for aqueous liver and
brain extract fingerprinting by an ANOVA and/or OSC-PLS-driven
correction procedures. A loadings projection is given for metabonomic
variables having a norm above 0.5 (light gray for brain loadings and
light red for liver ones). The brain variable is named B3.34 (arrow
numbered 1) corresponding to scyllo-inositol detected at 0 = 3.34 ppm,
and the corresponding liver variable is named L3.34 (arrow numbered
2). The brain variable is named B3.60 (arrow numbered 3) correspond-
ing to myo-inositol detected at & = 3.60 ppm, and the corresponding
liver variable is named L.3.60 (arrow numbered 4).

based on robust multidimensional statistical procedures show
that HR ingestion leads in males as well as in females to a
specific metabolic answer, which is detectable at the urinary
level with only few biomarkers highly related to the HR
intoxication process (Table 1), hippurate and scyllo-inositol
belonging to these most informative biomarkers explaining this
LD.

In fact, the first LD, which reveals gender differences, is built
from ubiquitous metabolic variables. Putrescine has been
identified as the second most important canonical variable
correlated to the first LD and may underline one marked sexual
dimorphism of arginine metabolism in mice as shown previously
(22). Arginine is the main precursor of ornithine, which gives
putrescine by decarboxylation. Ruzafa et al. (22) have found
that there is a marked renal sexual dimorphism in rodents,
especially in mice, and the higher utilization of arginine by the
male kidney might affect arginine homeostasis and contribute
to a gender-dependent dimorphism in arginine content in kidney,
muscle, plasma, and urine as observed in mice. The other
metabolites involved in gender-based discrimination are valine,
TMA, and DMA. Concentration variations of DMA and TMA,
which are coprocessed from degradation of dietary choline by
symbiotic gut microbiota and mammalian enzyme systems
(23, 24) and are involved in osmotic pressure balance between
extra and intracellular fluid (25), may reveal an adjustment of
the urine osmolality according to a sexual dimorphism.

Among the most important identified variables involved in
LD2, which explain the HR-induced metabolic response, are
found some ubiquitous metabolic variables such as creatinine
and hippurate. Creatinine is highly negatively correlated to LD2,
but this creatinine decrease in treated mice is not associated
with increased levels of glucose, this latter situation being clearly
a sign of nephrotoxicity (26). So, this creatinine decrease is not
susceptible to be related to any HR-induced toxicity. Among
the few other main metabolites canonically linked to LD2,
hippurate is the most important. The increased excretion of
urinary hippurate, a product resulting from conjugation of
glycine to benzoic acid, is generally associated with an intestinal
microbiota disturbance linked to a change in the gavage vehicle
used in pharmacological studies in the diet composition when
nutritional or toxicological studies are performed (27, 28).
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Figure 7. (a) MRI performed at 9.4 T on a Bruker Avance DRX 400 microimaging system positioned in the thalamus region with an in vivo
parallel metabolite quantification using "H NMR localized spectroscopy (VOI, 12 mm?). (b) Spectrum comparison between the sum of six 'H NMR
spectra acquired on control male mice and the sum of six "H NMR spectra acquired on 9% HR-treated male mice with the deduced difference
spectrum revealing unambigously (red lines) the presence of scyllo-inositol having a chemical shift detected at 6 = 3.34 ppm. (c) PLS2 between
MRI quantitative data [Y, transformed in arsin (v/p) and corrected by an OSC-based PLS regression] and '"H NMR data (X, transformed in log and
corrected by OSC-based PLS regression). A loadings projection is given for metabonomic variables having a norm above 0.5 (pale blue circle) or
above 0.75 (pale green circle). The purple and the dark blue ellipses, respectively, correspond to the scores of control and 9% HR-treated mice.
Among the main MRI loadings having a positive correlation with HR treatment are scyllo-inositol (s-Ins), N-acetyl-aspartate, lactate, and choline,
when MRI variables having a negative correlation with HR treatment are glutamate (Glu.2, second chemical shift) and glutamine (Gln.2, second
chemical shift). Uninformative MRI loadings [myo-inositol, m-Ins.1 and m-Ins.2; glutamate, Glu.1 (first chemical shift); glutamine, Gln.1 (first
chemical shift); GABA; taurine; and unknown.1, Unk.1] are projected in the center of the biplot.

Moreover, benzoic acid may derive from aromatic amino acids
or plant phenolic compounds through the action of intestinal
bacteria. The breakdown of dietary plant phenolic compounds
by gut microflora may lead to the production of phenylpropionic
acid, which is absorbed by the intestinal tract and may be
excreted in urine as hippuric acid following one f3-oxidation
cycle. Here, the increased urinary hippurate is suggested to be
due mainly to dietary precursors present in the HR-containing
diet. However, as secondary metabolites, such plant precursors
like the phenolic compounds are also responsible for a gut

microflora redistribution, which results in modification of
hippurate production without any associated toxicity (29). In
addition, we cannot totally discard a complementary hypothesis
linked to the presence of antinutrients in HR that would result
in a decreased nutritional efficiency and, correlatively, in a
relative increase in hippurate excreted in urine, even though
the composition of the HR-based feeding was systematically
corrected for energy and protein parameters by taking into
account the characterization of energy and protein content of
HR prior to animal experiments. Thus, hippurate and creatinine
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for LD2, and DMA and TMA for LDI1, which stand for
widespread urinary metabolites found in metabolic profiles,
would not represent specific markers of HR intoxication
(4, 23, 24, 30—32).

Although the HR fingerprint in secondary metabolites is
unknown, and hence, it is not possible to really access the
resulting urinary excretion profile in mice, it is highly improb-
able that some '"H NMR signals assigned to plant secondary
metabolites would be directly detected and, hence, would appear
as discriminant variables, because of the too low sensitivity of
NMR-based detection technique as compared to mass spectro-
metric techniques. In the present study, this relative drawback
may rather represent an advantage in the sense that we were
able to get information about the animal metabolic disruptions
but not about the plant composition, which would appear
otherwise only as a signature of diet change, not a toxicological
one.

Contrary to these ubiquitous variables, which are useful
metabolic tracers of age and diet factors, the second urinary
variable the most involved in explanation of the HR-induced
metabolic response held by the second LD has been identified
as s-Ins. This biomarker is revealed here for the first time by a
metabonomic approach, but it was quantified in rat brain by
short echo time "H NMR 10 years ago (33). Until now, this
isomer of myo-inositol has not been revealed in urinary
metabolic profiles even though it has already been identified
and measured out by conventional methods in human or porcine
urine (34, 35). The importance of s-Ins found as a HR
intoxication marker in urine is reinforced by analysis of hepatic
metabolic profiles.

Indeed, even though fingerprinting results obtained from
hydrosoluble hepatic extracts do not give directly any structuring
results contrarily to those obtained from urine data, that is,
without any data preprocessing, we are able to confirm, after
an efficient data correction procedure, the existence for both
genders of a parallel evolution of the metabolism in response
to the ingestion of the plant with the involvement of s-Ins as a
major biomarker. However, the dose—response effect is not clear
enough because of the prevailing contribution of the gender
effect on data. Indeed, sex differences and hormonal influences
play a significant part in drug-induced metabolic response in
treated animals and are still causative factors in metabolite
composition variation of biofluids and organs, which reflects
general metabolism (36, 37).

s-Ins is one of the nine possible isomers of inositol. m-Ins
and s-Ins are the main inositols found in organisms and are
identified and measured in many tissues (38, 39). m-Ins is the
most ubiquitous inositol form and is present in brain, liver, and
kidney. It contributes more than 90% to the total inositol content
of mammalian cells. Among its main roles, m-Ins is a precursor
for synthesis of inositides and particularly phosphatidylinositol,
an important phospholipid found in membranes and a second
messenger found in neural receptor signaling systems (via its
phosphorylated derivatives). In its free form, m-Ins is also
involved in osmoregulatory processes (40). s-Ins is the second

largest isomer after m-Ins found in brain, and the majority of
the literature supports the role of m-Ins as a precursor of s-Ins
after isomerization via the myo-inosose (35, 39, 41) (Figure 8).

The scarce epidemiologic data in the target species and our
metabonomic results indicate that the central nervous system
needs to be more specifically investigated concerning the
possible effects of s-Ins. Indeed, involvement of s-Ins as a
metabolically valuable intoxication biomarker can be confirmed
from metabonomic explorations performed on hydrosoluble
brain extracts, and its presence in the brain is unequivocally
magnified by MRI investigations. Physiologically and compared
to m-Ins concentrations, s-Ins are very low in peripheral and
central nervous systems. Contrary to m-Ins, functions of s-Ins
in brain are still unknown. Yet, many previous studies have
already shown that changes in s-Ins concentrations are observed
in several neuropathological diseases. Indeed, a s-Ins increase
is often associated with central nervous system disturbances or
complications. In some clinical studies, s-Ins was revealed as a
new biomarker of brain metabolism disturbances induced by
chronic alcoholism (42), and a significant increase in this
metabolite has also been found in the brain of patients with
Alzheimer’s disease (43). In the case of cerebral damage induced
by a tumor, the gliomatosis cerebri, authors have shown that
neurological improvement induced by Temozolomide, an an-
tineoplastic drug, was associated with a marked reduction in
s-Ins content (44). Thus, the s-Ins concentration increase in brain
is linked to a neuropathological status or an evolution toward a
neuropathological state. Generally, evolution in concentrations
of s-Ins and m-Ins is parallel in physiological cases but also in
several pathological cases as in chronic alcoholism and in
Alzheimer’s dementia (42). In our study, multidimensional
analyses like factial analyses or hierarchical classification tree
analysis (data not shown), but also analysis of relative concen-
trations corrected to those of creatine, show together that only
s-Ins concentrations in brain are increased when m-Ins ones are
significantly decreased, suggesting that the mechanism that leads
to such a result displays an uncoupling between s-Ins and m-Ins
concentrations and might be relatively specific of this short-
term HR-mediated intoxication process. Probably, the underlined
mechanism should be different from those involved in other
nervous pathologies.

After having tested synthetic m-Ins free diets and synthetic
diets containing added m-Ins on rats and rabbits, Sherman et
al. concluded that dietary m-Ins and s-Ins do not contribute
appreciably to the tissue levels of these inositols and could not
be the unique source of variations in s-Ins observed (39).
Moreover, Moore et al. underlined the time-limited increases
in m-Ins in brain after m-Ins ingestion in humans (45). In our
study, the increase in s-Ins was not really time-limited and
suggests that it is not only a transient consequence of a dietary
factor but probably results from disturbance in the s-Ins <> m-Ins
equilibrium (Figure 8), underlining a disruption in cerebral
metabolic homeostatic mechanisms and in inositol pathways.

Further information that allows thinking about a real intoxica-
tion process and not only a dietary impact coming from HR
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ingestion is the rise in inosine associated with an increase in
s-Ins concentrations measured in brain extracts (Table 3b). After
an extracellular release of adenosine, a potent vascular mediator,
inosine was shown to preserve both neuronal and glial cell
viability during neurodegenerative disorders and during hypoxia
(46), ischemia—reperfusion brain injury (47), or inflammation
(48). Therefore, such an increase in brain inosine content might
reveal here one coordinated protective mechanism against
oxidative stress arising in response to HR-induced intoxication.
The increase in creatine may also reflect some brain osmoregu-
lation disruptions (49). It is linked to an increased metabolic
activity coupled to a higher level of excitatory neurotransmis-
sion, and as a consequence, a higher concentration in creatine
may be suggestive of a redistribution of cerebral osmolytes (50).
Last, the relative decrease in alanine and valine concentrations
observed here by "H NMR-based metabonomics and in glutamate
concentrations observed by in vivo MRI may also be the sign
of HR-induced neurotoxicity, as it could be found in the brain
of rat after the application of a neurotoxin (5/). In the PLS2
analysis combining quantitative data coming from in vivo MRI
performed at the thalamus site and "H NMR fingerprint data
obtained from aqueous brain extracts, we can notice that MRI
variables like N-acetyl-aspartate (NAA) and glutamine are,
respectively, increased and decreased in response to HR
treatment. NAA is an amino acid derivative, which exists
predominantly in the central nervous system and is present in
high concentrations in the mammalian brain. It has been shown
that its concentrations may provide a mean for estimating the
extent of neurodegeneration and neuroexcitation properties
(52, 53). However, its function in the nervous system is not
still really known (54). Disruptions of NAA biosynthesis usually
described in disease state evoke neuronal loss where NAA
concentrations are decreased. The only disease where NAA is
known to be increased is Cavanan’s syndrome, a rare leukod-
ystrophy affecting young children with a mutation in aspartoa-
cyclase, an enzyme that cleaves NAA to the acetyl moiety and
aspartate (55, 56). This disease is associated with a progressive
demyelinating cerebral atrophy and spongy degeneration, which
may have some similar characteristics with Australian stringhalt
where primary lesions reported myelin degeneration of nerves
(5) with segmental demyelination and remyelination (20) and,
in some cases, lesions characterized by cavitation and leucoen-
cephalomalacia (57). The measured levels of NAA are highly
sensitive to brain injury or disease, so our results suggest that
increased levels of NAA in the central nervous system may be
linked to the cerebral metabolic disruption induced by a short-
term HR exposure. The change in glutamine concentrations
associated with modifications in glutamate enables us to confirm
the presence of a dysfunction in brain too. Indeed, glutamate is
the most abundant excitatory amino acid transmitter found in the
CNS. Moreover, glutamate-mediated excitotoxicity and dys-
function of glutamate transmission have been hypothesized to
play a major role in various neurodegenerative diseases, in-
cluding Alzheimer disease (58—60). Changes in the glutamate—
glutamine pool may be indicative of a modification in the glu-
tamate—glutamine cycle, which is a major metabolic pathway
in glutamate production and detoxification in the cell (67). The
changes in metabolism of glutamate and glutamine may
additionally underline disruptions in pathways between glial
cells and neurons (62). The increase in lactate concentrations
detected in the same PLS?2 analysis (Figure 7c), which had also
been previously revealed by 'H NMR-based metabonomics,
gives us some complementary elements that might fit in with
inosine results. Indeed, in brain, lactate is usually only detected
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under pathologic conditions when energy metabolism is severely
affected. When the oxygen supply is reduced, aerobic mito-
chondrial energy production is reduced and a compensatory
anaerobic energy production by glycolysis increases (63). Last,
choline, another variable issued in the present study from in
vivo MRI, also seems to be increased in the brain of mice treated
by 9% HR. Usually associated with myelin, the choline signal
includes phosphorylcholine, glycerophosphocholine, and free
choline. Choline is involved in the synthesis of insoluble
membrane phospholipids, and glycerophosphocholine is a
product of membrane degradation (63). So, a relative increase
in choline concentrations could be associated with an increase
in membrane breakdown or its turnover or with a demyelination
(64, 65). However, elevated choline may also reflect prelesional
changes in myelin without any concomitant demyelination (66)
and may be associated with an inflammatory state and a glial
cell proliferation (67) and in acute biochemical disorders as it
was shown in the inflammatory state present in Alzheimer
disease (68) (69). In these cases, such an increase is due to an
increased turnover of membranes (70). Besides, because free
choline is a precursor for the biosynthesis of acetylcholine, a
dysfunction of the cholinergic pathway may also be associated
with an increase in the choline biomarker.

All of these data concerning cerebral metabolites changes
suggested that HR ingestion might lead to an original metabolic
fingerprint indicative of both neuronal and glial dysfunctions
associated with disruption in energetic metabolism, energy
homeostasis, and osmoregulation (49), even though the link
between all of these metabolic disruptions is still unclear and
needs further investigations.

The discovery of s-Ins as a main brain metabolite involved in
the HR-induced toxicity enables us to go back on some features
characterizing the HR-induced horse disease. m-Ins and s-Ins
contents in nerve cells are linked to sodium pump activity and nerve
conduction velocity, as shown in peripheral neuropathies. Diabetic
neuropathy is also a particularly common form of peripheral
neuropathy with primary axonopathy, which preferentially involves
longer myelinated axons (71). Such neuropathological observations
have also been done on horses with Australian stringhalt (5, 6, 20),
and in this case, the abnormal gait is due to an ascending peripheral
distal axonopathy involving long myelinated nerve fiber of the hind
limbs. Study of analogies between such diseases would require
evidently further clinical, histological, and biochemical investigations.

In addition to neurodegenerative diseases, alterations in the
brain and cerebrospinal fluid (CSF) of inositol concentrations
have been reported in a number of studies on Down’s syndrome
and psychiatric or behavior disorders (43, 72, 73). Indeed, the
CSF inositol concentration has been reported to be significantly
lower in unipolar and bipolar depressed patients (74) but also
in suicide victims (75). These first results led Moore et al. to
suggest that m-Ins may be decreased in the brain of subjects
with affective disorders, leading to a decrease in the efficiency
of the phosphatidyl inositol second messenger system and in
important changes in neuronal signal transduction. Additionally,
m-Ins has been suggested to have antidepressant effects on
humans (45). According to all of these observations issued from
the past decade literature and from our own results, the
involvement of s-Ins in several neurological and behavior
disorders should be investigated by specific behavioural studies
performed in mice in which ingestion of HR may have a
measurable effect that could parallel the induced metabolic
disruption established here. These complementary studies are
currently performed, and this promising behavioral characteriza-
tion will be useful to better define the mouse as a valuable
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metabolic model of the HR-mediated intoxication described in
horse given that a functional link between metabolic disorders
and physiological disruptions can therefore emerge. Finally,
taking advantage that a disruptive metabolic event induced by
the same toxicological perturbation may appear orthologously
in different animal species, this study enabled us to obtain a
putative marker of Australian stringhalt that needs now to be
validated in horse breeding conditions to assess its clinical
relevance.
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Metabolic disruption study in rodents after Hypochoeris radicata (L.) ingestion, a plant
responsible for Australian Stringhalt, a horse neurological disease. Validation of
metabonomic approach by behavioural studies and brain Magnetic Resonance Imaging
(MRI).

Abstract

Hypochoeris radicata (L.) (HR) ingestion leads to a horse neurological disease: Australian
Stringhalt. Using metabonomics we investigated the HR-induced metabolic disruptions in
laboratory rodents. We showed that mouse displays a HR dose-dependant metabolic
disruption with an increase in scyllo-inositol found in urine and brain and liver hydrosoluble
extracts. Complementary behavioural approach and cerebral magnetic resonance imaging
enabled us to investigate the brain, a target organ. We validated the method, find a biomarker
and the disrupted metabolic network sharing some common pathways with chronic
alcoholism, Alzheimer’s and Cavanan’s diseases. Changes in choline, creatine, lactate and N-
acetyl-aspartate would explain the clinical troubles in horse. Taurine and phenytoine would
interfere with some altered metabolic pathways in Stringhalt but don’t represent specific
treatment. This study is not only an answer to a clinic issue but a new slant of the research in
toxicology.

Key words: Metabonomics, Hypocheeris radicata (L.), scyllo-inositol, cerebral magnetic resonance imaging,
behaviour, taurine, Australian Stringhalt, neurotoxicity

Etude des disruptions metaboliques provoquees chez le modele murin par I'ingestion
d"Hypochoeris radicata (L.), plante toxique pour I'espece équine. Validation de I'approche
métabonomique par des études comportementales et par imagerie cérébrale.

Résumé

L’ingestion d’Hypocheeris radicata (L.) (HR) conduit a une maladie neuromusculaire du
cheval, I’Australian Stringhalt. La toxicit¢ de HR a été étudiée sur rongeurs par
métabonomique et une augmentation dose-dépendante en scyllo-inositol a pu étre révélée dans
les urines, le foie et le cerveau, organe cible, exploré complémentairement par imagerie
cérébrale et approche comportementale. Ceci a permis de valider la méthode, révéler un
biomarqueur et le réseau métabolique perturbé, possédant des voies communes avec la
polyneuropathie diabétique, I’alcoolisme, la maladie d’ Alzheimer et le syndrome de Cavanan.
Les variations de concentrations en choline, créatine, lactate, N-acétyl-aspartate et inosine
expliqueraient les troubles cliniques du cheval. La taurine et la phénytoine interféereraient dans
certaines des voies mais ne constitueraient pas des traitements spécifiques. Plus qu’une
réponse a une question de clinique, ce travail est une reconsidération de 1’approche
toxicologique.

Mots clés :
Me¢étabonomique, Hypocheeris radicata (L.), scyllo-inositol, imagerie cérébrale, comportement, taurine,
Australian stringhalt, neurotoxicité
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