N

N

Role de la Transcortine (CBG) dans la variabilité des

réponses de stress
Amandine Minni A.M.

» To cite this version:

Amandine Minni A.M.. Role de la Transcortine (CBG) dans la variabilité des réponses de stress.
Sciences du Vivant [g-bio]. Université de Bordeaux Ségalen (Bordeaux 2), 2011. Francais. NNT: .
tel-02811162

HAL Id: tel-02811162
https://hal.inrae.fr /tel-02811162
Submitted on 6 Jun 2020

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.inrae.fr/tel-02811162
https://hal.archives-ouvertes.fr

Université Bordeaux Segalen
Ecole doctorale des Sciences de la Vie et de la Santé

Année 2011 Thése n° 1875

THESE

pour le

DOCTORAT de P'UNIVERSITE de BORDEAUX 2

Mention : Sciences, Technologies, Santé

option : Neurosciences

Présentée et soutenue publiquement
Le 14 décembre 2011

par Amandine, Marie MINNI
Née le 25 Septembre 1983 a Nancy (54)

Role de la Transcortine (CBG) dans la variabilité
des réponses de stress

Membres du Jury

Dr. Sakina Mhaouty-Kodja  Directeur de Recherche Rapporteur
CNRS, Paris

Pr. Robert Dantzer Professeur de I'Université Rapporteur
de I'lllinois, USA

Pr. Martine Duclos Professeur Universitaire et Praticien ~ Examinateur

Hospitalier de Clermont Ferrand

Dr. Francis Chaouloff Directeur de Recherche Examinateur
INSERM, Bordeaux

Pr. Muriel Darnaudery Professeur de I'Université Président

de Bordeaux

Dr. Marie-Pierre Moisan Directeur de recherche Directeur de thése
INRA, Bordeaux






RESUME

Une grande diversité dans la réponse adaptative au stress est observée entre les
individus favorisant une sensibilité variable face aux stresseurs et pouvant conduire a
une vulnérabilité a développer divers troubles et pathologies. Cette diversité est sous
tendue par les caractéristiques propres de chaque individu, déterminées par le
patrimoine génétique en interaction avec les facteurs environnementaux. Des études
génétiques menées au laboratoire ont permis de placer le gene de la Cbg comme un
candidat important influengant les réponses de stress. L'équipe a alors développé un
modele de souris déficiente pour le géne Cbg (k.o. total). La CBG est une
glycoprotéine plasmatique responsable de la biodisponibilité et du transport jusqu’a
leur cible des glucocorticoides, produits finaux de I'axe corticotrope.

A l'aide de ce modeéle original, I'objectif de mon travail de thése a été d’étudier
les conséquences fonctionnelles de la déficience en CBG sur les réponses de stress.
Nous avons ainsi analysé l'activité et la réactivité de I'axe corticotrope ainsi que les
comportements émotionnels des males et des femelles k.o. Cbg dans des conditions
de repos, de stress aigu et dans un contexte mimant l'effet d’'un style de vie
occidentale (modélisé par une alimentation enrichie en gras, associée a un stress
chronique). Nous présentons ainsi un modéle murin unique d’hypo-réponse des
glucocorticoides au stress associé a une réponse comportementale adaptative
ralentie au niveau émotionnel et cognitif. L’ensemble de ces travaux contribue a
placer la CBG et son géne comme acteur majeur de la variabilité individuelle des
réponses de stress.

Mots clés : transcortine, CBG, axe corticotrope, glucocorticoides, stress,
comportement émotionnel

ABSTRACT

A great diversity in the adaptive response to stress is observed between
individuals favoring a variable sensitivity to face stressors and leading to a
vulnerability to develop various disorders and diseases. This diversity is due to the
characteristics of each individual, as determined by the genetic background in
interaction with environmental factors. Genetic studies conducted in the laboratory
demonstrated that the Cbg gene is an important candidate influencing stress
responses. The team then developed a mouse model deficient for the gene Cbg
(total k.0.). CBG is a plasma glycoprotein responsible for the bioavailability and the
transport of glucocorticoids, the final products of the HPA axis, to their target.

Using this original model, the objective of my thesis was to study the functional
consequences of CBG deficiency on responses to stress exposure. We have
analyzed the activity and reactivity of the HPA axis and the emotional behaviors of
males and females k.o. Cbg in resting conditions, acute stress and in a context that
mimics the effect of a Western life style (modeled by a high fat diet, associated with
chronic stress). We present an uniqgue mouse model of glucocorticoid hyposignaling
in response to stress associated with behavioral responses slowed down at the
emotional and cognitive levels. Overall, this work contributes to place CBG and its
gene as major actor of individual variability to stress.

Key words : transcortin, CBG, HPA axis, glucocorticoids, stress, emotional behavior
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AVANT-PROPOS

Ce travail de these a été effectué au sein du laboratoire Nutrition et
Neurobiologie Intégrée (NutriNeurO, INRA UMR 1286) de I'Université de Bordeaux 2.
Il a été conduit sous la direction du Dr. Marie-Pierre Moisan et financé par une
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quatrieme publication en premier auteur. Deux communications orales et neuf
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scientifiques.
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INTRODUCTION GENERALE

. Le concept du stress

Nous sommes tous concernés par le stress. Dans notre quotidien, notre vie
sociale, affective ou encore professionnelle, le stress nous entoure et le terme
« stress » est passé dans notre langage commun. Il faut aussi distinguer
« stresseur » : le facteur de stress et « stress » : le processus en réponse au
stresseur. Etymologiquement le mot « stress », mot anglais, provient du latin
« stringere » qui signifie mettre en tension. La physique des matériaux est a l'origine
de cette notion et désigne la force exercée sur un corps qui le contraint ou le

déforme et la réaction de ce corps qui résiste a cette force. Mais que signifie

vraiment ce terme largement usité ?

Nous verrons que ce concept de stress, d’abord estimé comme un concept
purement biologique a évolué en un concept psychobiologique prenant en compte la
réponse physiologique au stimulus environnemental stressant mais aussi I'’évaluation
cognitive et la réactivité émotionnelle qui en sont faites. Il définit alors a la fois la
cause et la conséquence : l'action de l'environnement sur l'organisme et les
réponses de ce méme organisme (physiologiques, cognitives et émotionnelles) pour

s’adapter a son environnement.

A. Un concept biologique pur

Dans « Lecons sur les phénoménes de la Vie » (1878), Claude Bernard
introduit le principe que la « fixité du milieu intérieur est la condition de la vie libre,
indépendante ». Cette stabilité relative du milieu intérieur sera par la suite nommée
« homéostasie » par Walter Cannon en 1929, désignant le processus physiologique
permettant de maintenir certaines constantes du milieu intérieur de I'organisme
(température, pression osmotique, pression artérielle, glycémie, etc.) nécessaires a
son bon fonctionnement. C’est la réaction d’alarme, qui conduit I'organisme a

mobiliser sa propre énergie afin de lutter ou de fuir face a la contrainte
extérieure (fight or flight). Cannon fut le premier a décrire la spécificité des réponses
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du systeme nerveux sympathique (conduisant a la libération d’adrénaline et de
noradrénaline) dans le maintien de 'homéostasie en réponse aux effets du stresseur.
C’est ainsi que le froid active préférentiellement le systéme noradrénergique,
vasoconstricteur et responsable de la production de chaleur et que la baisse de la
concentration de glucose sanguin induit une libération d’adrénaline hyperglycémiante
permettant la mobilisation des réserves énergétiques, alors que la sécrétion
d’insuline, hypoglycémiante, est réduite. Cependant, lorsque le stimulus de stress
s'intensifie, la contrainte exercée sur les mécanismes homeéostatiques devient
excessive et il est alors observé une généralisation non spécifique de la réponse de
'organisme (Cannon, 1935).

Le terme de « stress » a ensuite été définit en 1936 par Hans Selye comme
étant « la réponse non spécifique de I'organisme a toute demande qui lui est faite ».
Ainsi, pour Selye la réponse au stress n’est donc pas caractéristique de la nature du
stresseur mais est au contraire identique, n’ayant pour seul but que de rétablir
I'équilibre homéostatique. Il parle de « syndrome général d’adaptation », encore
appelé syndrome biologique du stress, qui s’articule en trois phases : la réaction
d’alarme durant laquelle I'organisme mobilise I'énergie qui lui est nécessaire pour
lutter contre les agents stressants et qui correspond a la réaction décrite par
Cannon ; la phase de résistance qui se met en place si le stimulus persiste et ou
'organisme met en place une réaction adaptative ; et enfin une phase d’épuisement
lorsque I'organisme ne peut plus faire face au stress. Hans Selye a montré lui aussi
que ce syndrome non spécifique résulte de la mobilisation du systeme nerveux
autonome mais aussi d’'un systéme neuroendocrinien majeur : I'axe corticotrope
mesuré par I'élévation des concentrations d’hormones glucocorticoides dans le
plasma (Selye, 1937, 1973).

B. Une évolution vers un concept psychobiologique

A tord, le stress a longtemps été considéré comme étant un reflexe
physiologique pur entrainant [lactivation non spécifique des systemes
neuroendocriniens quelque soit le stresseur, ignorant ainsi le cété psychologique.
Ceci signifierait que nous devrions tous éprouver un stress identique et de la méme

intensité, face a une méme situation. Pourtant, chacun est différent dans sa
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perception et sa réaction face au stress (ex: parler en public, rendez-vous chez le
dentiste).

Les travaux de John Mason ont été les premiers a démontrer I'importance de
'impact psychologique dans une expérience menée sur deux groupes de singes qui
n’avaient pas été nourris pendant une courte période. Dans le premier groupe, les
singes étaient seuls alors que dans le second, les singes pouvaient voir d’autres
singes étre nourris. Bien que les deux groupes subissaient le méme stress physique
dd a la faim, ceux qui avaient vu les autres manger présentaient une élévation
d’hormones glucocorticoides supérieure ainsi qu’une agitation comportementale plus
importante que le groupe de singes isolés, ou l'aspect psychologique était donc
masqué (Mason et al., 1961). Dans une étude indépendante conduite chez le rat,
Seymour Levine montra qu’un rat ayant appris a associer un gout avec un malaise
gastrique montre une forte élévation de glucocorticoides lorsqu'il est forcé de boire
une solution avec ce gout. Cette activation disparait s’il peut choisir entre cette
solution et une autre qui lui parait sans danger (Levine, 2000).

Ainsi, I'étude du stress a quitté le domaine de la physiologie pure pour
rejoindre le domaine de la psychobiologie puisqu’une réactivité émotionnelle et une
évaluation cognitive s’avérent cruciales dans I'ajustement de la réponse adaptative
face aux stimulations de I'environnement (Dantzer, 2010). La conception moderne du
stress intégre ainsi la diversité des processus d’ajustement d’aspects biologiques,
avec principalement ['activation du systeme nerveux autonome et de [laxe
corticotrope, coordonnée aux aspects psychiques, alliant la perception de
'environnement par l'individu et les possibilités comportementales dont il dispose
pour le contréler et y faire face. Les neuropsychologues regroupent ces processus
d’ajustement sous le terme de « coping » (Lazarus, 1993). Les différents éléments
de la réponse adaptative mise en place par un individu suite a un stimulus

environnemental sont présentés dans la figure 1.
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cognitive
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Métabolisme énergétique
Systéme cardiovasculaire

Figure 1 : Schéma général de la mise en place de la réponse adaptative face aux stimulations
de I’environnement et au stress

Les ajustements comportementaux permettent a I'organisme d’agir directement sur I'environnement et
I'activation neuroendocrinienne, qui met principalement en jeu I'axe corticotrope et le systeme nerveux
autonome, adapte le milieu intérieur aux besoins de I'action comportementale. Ce schéma général est
fortement modulé par les caractéristiques de réactivité individuelle qui définissent la sensibilité
psychologique de [lindividu conditionnée par les facteurs génétiques, les influences
environnementales précoces et I'expérience préalable du sujet.

C. De I'’adaptation a la désadaptation face aux stresseurs

1) La réponse adaptative au stress, un systéme complexe finement
orchestré

Le stress est indispensable a la survie. Chaque organisme vivant est
constamment soumis a divers stimuli appelé « stresseurs », internes ou externes,

émotionnels ou physiques, percus positivement (remporter un challenge, effort
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physique, prendre la parole en public) ou négativement (événements menagants,
situation d’incertitude ou imprévisible) et sollicitant ainsi I'organisme a rétablir en
permanence son homéostasie. Divers ajustements comportementaux et
physiologiques s’articulent afin de mettre en place la réponse adaptative au stress
dans le but de protéger I'organisme. Celui-ci gardera enfin une mémoire cognitivo-
émotionnelle de la situation permettant alors de stocker dans la mémoire les
nouvelles informations qui seront utiles lors d’'une nouvelle exposition a ce méme
stresseur. La réponse adaptative au stress est possible grace a I'action complexe
et finement orchestrée de nombreux circuits neuronaux centraux et périphériques
(systéme métaboliques et immunitaire) libérant des molécules médiatrices du stress
et prenant naissance dans divers niches spatiales distinctes (Joels and Baram, 2009;

Ulrich-Lai and Herman, 2009). Ce systéme de stress est présenté dans la figure 2.

Schématiquement, le systéme de stress est caractérisé par deux vagues
temporelles d’action des médiateurs du stress. L’amygdale, structure cérébrale
impliquée dans la gestion des émotions, a été montrée comme ayant un réle central
dans la détection de I'évenement stresseur physique ou psychologique (Davis and
Whalen, 2001; Murray et al., 2007). Cette structure du systéme limbique est en
connexion directe avec le locus coeruleus et de nombreux systéemes appartenant a la
premiére vague d’action rapide (de la minute a la seconde et qui cessent leur activité
tout aussi rapidement) des médiateurs du stress (Armony and LeDoux, 1997). Ainsi
les monoamines telles que la sérotonine (libérée par les noyaux du Raphé), la
dopamine (striatum), I'adrénaline et la noradrénaline (medullo-surrénales) ainsi que
des neuropeptides comme la CRH (Corticotropin Releasing Hormone, dans
I'hypothalamus) vont exercer leur action via des récepteurs membranaires couplés a
la protéine G. Cette premiére vague va permetire aux fonctions cérébrales
supérieures telle que le cortex préfrontal d’augmenter la vigilance, ['éveil
émotionnel, I'attention, le traitement des informations recues et la prise de décision
conduisant au choix de la stratégie optimale pour faire face au stresseur, au
détriment de fonctions non nécessaire a la réponse adaptative au stress comme la
croissance, la reproduction ou encore la prise alimentaire. Au niveau des fonctions
périphériques ces meédiateurs vont favoriser I'oxygénation du cerveau, du cceur et
des muscles, organes cruciaux a la coordination centrale de la réponse de fight or
flight au stress.
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Figure 2 : Schéma général des médiateurs du systéme de stress
tirée de (Expertise, 2011)

Cette action rapide des premiers médiateurs du stress n’est ni suffisante ni
optimale pour maintenir la réponse adaptative. C’est dans la deuxieme vague
d’action que la réponse adaptative prolongée est possible grace a l'action des
hormones glucocorticoides. Celle-ci est en effet plus tardive. Elle débute environ
une heure apres I'apparition du stresseur et perdure plusieurs heures en raison du
temps nécessaire a leur synthese et a leur libération rapide (quelques minutes), puis
a leur transport de la circulation sanguine aux tissus cibles et a leur action
génomique par l'intermédiaire de leurs récepteurs intracellulaires (MR : récepteurs
aux minéralocorticoides et GR : récepteurs aux glucocorticoides). Les complexes
récepteurs-glucocorticoides agissent alors en tant que facteurs de transcription
altérant ainsi I'expression de génes et des fonctions cellulaires favorisant par
exemple, dans I'hippocampe, la consolidation de la mémoire des informations liées

au stresseur (de Kloet et al., 2005).
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Il ne faut toutefois pas considérer ce découpage temporel de maniére aussi
figée. Les hormones glucocorticoides présentent aussi des actions non génomiques,
rapides via des récepteurs membranaires de type MR favorisant la libération de
glutamate a la surface des synapses. De méme les peptides et les monoamines
entrainent également des actions génomiques prolongées en agissant via des
facteurs de transcription tels que CREB (Chaouloff and Groc, 2010). Cette vague
temporelle du systeme de stress est représentée figure 3.

Monhoamines

Neuropgptides [ Effets deja seconds & la minute

[ Effets de ia minute a I'heure

[ Eftets de Iheure au jour ou au mois

Glucocortcoide Effets rapides
synaptiques

Facteurs de
tfransctiption

Effets
geénomiques

Figure 3 : Schéma général de la vague temporelle finement orchestrée du systéme de stress
tirée de (Joels and Baram, 2009)

La vague de réponse de stress est classiquement caractérisée par deux vagues temporelles d’action
des médiateurs de stress. La premiere inclut les actions systémiques rapides (de la seconde a la
minute) des monoamines comme la sérotonine, la dopamine, l'adrénaline, la noradrénaline etc. et des
neuropeptides comme le CRH via leurs récepteurs membranaires. La deuxieéme vague qui permet de
maintenir dans le temps la réponse adaptative, comme la consolidation de la mémoire associée aux
expériences liées au stress, est attribuée aux hormones glucocorticoides agissant via leurs récepteurs
nucléaires qui sont des facteurs de transcription impactant ainsi sur l'expression de génes et des
fonctions cellulaires. Leur action peut ainsi durer de la minute au mois.
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2) De la désadaptation au stress aux maladies liées au stress

L’organisme est donc apte a produire la réponse adaptative au stress qui est
méme vitale. Il est parfaitement capable de s’adapter et de rétablir son équilibre
homéostatique vis-a-vis d’'un stresseur ponctuel par un systéme de rétrocontrdle
négatif de la réponse de stress. On parle ici de stress aigu. Cependant l'intensité du
stress, sa durée, sa répétition et ses conséquences sur le long terme peuvent parfois
étre colteuses physiquement, mentalement et émotionnellement pour l'individu. On
parle alors de stress intense et/ou chronique qui laissent des « traces » dans

'organisme associées a des symptomes biologiques ou psychologiques.

Dans ce contexte de stress chronique, la récupération et le retour de
lorganisme a une homeostasie de base deviennent difficiles voire impossible.
Sterling et Eyer ont été les premiers a introduire le terme d’allostasie (Sterling and
Eyer, 1988), largement repris ensuite par McEwen (McEwen, 1998), pour évoquer un
changement de niveau basal d’homéostasie des différentes fonctions physiologiques
centrales et périphériques. Le terme de cacostasie a ensuite été posé pour désigner
une homéostasie défectueuse, contraignante pour I'organisme (Chrousos, 2009).

Toutes ces dérégulations chroniques des systemes de stress, par le biais
d’expression de génes cibles ou de désensibilisation de récepteurs d’hormones ou
de neurotransmetteurs, contribuent au développement d’'une réponse inappropriée.
C’est la maladaptation ou la désadaptation au stress. Les mécanismes
homéostatiques des systémes de stress permettant I'adaptation peuvent étre
représentés sous forme d'une courbe dose-réponse en U inversée, illustrant
parfaitement le probléme de balance entre ces systemes adaptatifs. Il en résulte soit
une hyperactivité soit une hypoactivité des systémes centraux et périphériques et
notamment des niveaux sanguins de glucocorticoides (Figure 4). Aux vues de la
large étendue d’action du systeme de stress, il est aisé de comprendre que ces
dérégulations homéostatiques peuvent aussi bien perturber la croissance, le
développement, la composition corporelle et entrainer des troubles
comportementaux, endocriniens, métaboliques, cardiovasculaires, autoimmuns ou

encore allergénes.
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Figure 4 : Effets de la réponse homéostatique des systémes de stress sur la réponse
adaptative au stress

tiré de (Chrousos, 2009)

L’activité homéostatique des systemes de stress sur la réponse adaptative est dose dépendante.
L’homéostasie se trouve au milieu de cette courbe ou les systémes de stress permettent une réponse
optimale et ainsi une bonne adaptation au stress. Une hypoactivité ou une hyperactivité de ces
systémes, appelés allostasie ou cacostasie, peuvent conduire a une mauvaise adaptation au stress
voire au développement de pathologies.

Ces dérégulations sont toutes sortes d’éléments pouvant faire passer la
réponse au stress de « normale » et adaptative, au pathologique. C’est le passage
vers cette frontiere pathologique, qualifiée de charge allostatique (allostatic load)
(McEwen and Stellar, 1993; Korte et al., 2005) qui conduit au développement de
« maladies-liées au stress » somatiques et comportementales telle qu’anxiété,
dépression, hypertension, infarctus du myocarde, obésité, diabete, athérosclérose,
maladies auto-immunes, ostéoporose, apnée du sommeil, addiction et bien d’autres
encore (Piazza and Le Moal, 1998; Koob and Le Moal, 2001; Pariante and Lightman,
2008; Chrousos, 2009).

3) Quand le systéeme s’emballe

Lors de situation de stress chronique ou intense donc, il y a notamment une

sécrétion prolongée et répétée d’hormones glucocorticoides. Robert Sapolsky parle
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de I'hypothése de la « cascade glucocorticoide » (Sapolsky et al., 1986). Le stress
chronique va affaiblir toutes les structures contenant des récepteurs aux
glucocorticoides et principalement celles qui assurent le rétrocontrdle négatif de la
réponse de I'axe corticotrope au stress.

Au niveau du cerveau, cette exposition prolongée des glucocorticoides
conduisant a un hypercortisolisme chez I'Homme, participe au développement
d’altération des fonctions cérébrales. En effet, les neurones hippocampiques qui
contiennent de nombreux récepteurs aux glucocorticoides vont étre endommagés
voire détruits par cette surexposition. Ainsi, connaissant leur influence sur
'apprentissage et la mémoire, cette altération neuronale conduit a la réduction de
I'inhibition tonique de I'hippocampe sur [l'activation de l'axe. La concentration
plasmatique des glucocorticoides est alors augmentée ce qui va d’autant plus altérer
les neurones hippocampiques. Des études chez I'animal ont démontré qu’un stress
chronique ou intense ou encore I'administration de forte dose de glucocorticoides
altere au niveau de I'hippocampe la libération de neurotransmetteurs, la morphologie
des épines dendritiques, la plasticité synaptique et les processus de neurogénese
dans le gyrus denté en affectant la survie des neurones progéniteurs et matures de
cette région de I'hippocampe (Galea et al., 1997; McEwen, 2000; Sousa et al., 2008).
Le stress chronique ou intense mene 'organisme dans un cercle vicieux conduisant
a une dérégulation progressive de l'activité de I'axe corticotrope associée a des
conséquences fonctionnelles sur le cerveau comme des troubles de I'humeur, de la
mémoire et de l'attention. Ces phénomenes d’atrophie ont également été observés
dans le cortex préfrontal médian conduisant alors a une altération de I'attention et de
la mémoire de travail (Arnsten, 2009). Ainsi un excés de glucocorticoides peut
devenir neurotoxique (Goosens and Sapolsky, 2007).

A linverse, une exposition a un stress chronique va induire au niveau du
noyau basolatéral de 'amygdale une hypertrophie dendritique. Chez 'animal, cette
hypertrophie est associée a une augmentation de la mémoire de peur conditionnée,
c'est-a-dire a une augmentation de la mémoire émotionnelle (Roozendaal et al.,
2001a; Roozendaal et al., 2009a; Roozendaal et al., 2009b). Chez I'Homme, des
études d’'imagerie ont montré que des patients atteints du syndrome de stress post-
traumatique (PTSD) suite a I'exposition de l'individu & un stress traumatique intense,
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présentent une hyperactivité de 'amygdale en réponse a des stimuli rappelant le
trauma (Liberzon et al., 1999).

Comme nous venons de le voir, les glucocorticoides ont un réle important
dans les effets de remodelage des neurones, en interagissant avec les
neurotransmetteurs tels que le glutamate, la sérotonine, les opioides endogénes ou
le GABA (acide gamma-aminobutyrique). En particulier la libération de glutamate,
régulée par les glucocorticoides, a un réle majeur dans la plasticité neuronale. Des
études sur neurones en culture ont montré que l'application de glucocorticoides
favorise a court terme lintensité de la transmission synaptique en augmentant le
trafic des récepteurs glutamatergiques a la surface des synapses, ce qui permet
alors une connexion synaptique plus efficace faces aux demandes de ['activité
cérebrale. Par contre, apres plusieurs heures on observe l'effet inverse car les
glucocorticoides en plus d'augmenter le trafic des récepteurs glutamatergiques,
accroissent aussi leur nombre au niveau de la synapse, limitant de fait les possibilités
de plasticité de cette derniére (Groc and Chaouloff, 2008). L'exposition prolongée a
un stresseur ou aux glucocorticoides diminue l'activité des systémes
monoaminergiques tels que la sérotonine et la dopamine alors qu'ils sont actives lors
d'un stress aigu. Le renouvellement de la sérotonine et sa libération sont
généralement diminués, toute comme celle de la dopamine induisant une perte du
désir, et de la valeur de récompense. De plus, le CRH et la noradrénaline s'activent
mutuellement a travers le réseau amygdale-locus coeruleus contribuant a [I'état
d’anxiété et d’hypervigilance. Le réle du remodelage des dendrites est considéré
adaptatif par certains auteurs afin d’éviter une suractivation du glutamate qui
engendrerait des effets neurotoxiques irréversibles alors que d'autres chercheurs
pensent, qu'au contraire, la réduction de la taille et de la densité des épines
dendritiques accroit la vulnérabilité des neurones aux effets neurotoxiques (McEwen,
2007; Chaouloff and Groc, 2011). La figure 5 illustre les effets d’un stress chronique

ou intense sur les structures limbiques cibles des glucocorticoides notamment.
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Figure 5 : Hypothése de la cascade des glucocorticoides et leurs effets neurotoxiques sur le
cerveau en réponse au stress chronique ou intense
tiré de (Expertise, 2011)

4) Quand le systeme est trop faible

A l'inverse de I'hypothése de la cascade glucocorticoides, depuis une dizaine
d'années, un ensemble de données fait apparaitre qu'une déficience du signal
glucocorticoide peut engendrer des effets aussi délétéres que I'hyperactivité de cette
hormone (Raison and Miller, 2003). Cette déficience du signal glucocorticoide est
retrouvée dans plusieurs maladies liées au stress: le syndrome de fatigue chronique,
la douleur chronique pelvienne, la fibromyalgie, le syndrome de l'intestin irritable, les
douleurs lombaires, le burn out, la dépression atypique et le syndrome de stress
post-traumatique (Heim et al., 2000; Raison and Miller, 2003).

Les conséquences physiopathologiques d’un signal glucocorticoide déficient
sont diverses et liees a la suractivation de systemes et voie de signalisation qui sont

normalement inhibées par des niveaux de glucocorticoides efficaces. Pour ne citer
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qgu’un exemple, le processus inflammatoire non refreiné conduit a une augmentation,
en périphérie mais aussi dans le cerveau, de la libération de cytokines pro-
inflammatoires toxiques pour I'organisme et favorisant alors le développement de
symptémes dépressifs (Rhen and Cidlowski, 2005; Cancello and Clement, 2006;
Dantzer et al., 2008).

D. Diversités individuelles des réponses de stress et

vulnérabilité

Le stress nous entoure, il fait partie de notre quotidien. Pourtant, nous ne
sommes pas tous égaux face aux effets du stress et nous ne développons pas tous
des pathologies liées au stress. En effet, les capacités d’ajustement au stress sont
caractéristigues de [lindividu. De ce fait, il existe une grande variabilité
interindividuelle de la réactivité au stress qui reléve d’une interaction entre le

patrimoine génétique et 'histoire personnelle.

Chez I'Homme, les études comparatives menées sur des jumeaux
monozygotes (partageant le méme patrimoine génétique) et des jumeaux dizygotes
(partageant 50% de leur patrimoine génétique), en prenant en compte des effets de
'environnement (enfance difficile versus enfance sans probleme), ont montré que les
genes contribuent pour environ 40% de la variabilité interindividuelle au stress
(Expertise, 2011). Chez I'animal, l'influence des genes sur la réactivité au stress a
également été démontrée par des études de sélection génétiques portant sur une
mesure de réactivité au stress. En effet, le groupe de Chadi Touma a soumis une
population de souris de souche hétérogene (lignée CD-1) a un stress de contrainte
de 15 minutes. Par des mesures de corticostérone plasmatique totale et des
mesures comportementales (comportement exploratoire, trait de type anxieux et de
résignation), ils ont alors sélectionné génétiquement, par croisement sur plusieurs
génerations, des souris a forte réactivité au stress (souris HR), présentant une forte
élévation des niveaux plasmatiques de ’hnormone apres stress et des comportements
plutot de type actif, et a l'inverse, des souris a faible réactivité au stress (souris LR),
présentant une faible élévation de corticostérone aprés stress et des comportements

de type passif (Touma et al., 2008). De telles sélections faites pour des mesures
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comportementales et endocriniennes témoignent ainsi d'une prédisposition

génétique robuste des phénotypes de réactivité au stress.

Depuis quelques années, un domaine est en plein essor : I'épigénétique
appliquée au stress. En effet, les événements de vie et I'histoire de I'individu peuvent
faconner dés la période intra-utérine la réactivité au stress d’un individu. Il ne s’agit
pas d'un changement de séquence de I'ADN mais de Il'ajout transmissible et
réversible de groupement méthyle (CHjz) ou acétyle (CH3CO) sur les histones,
modifiant ainsi [l'activation de certains genes. Des études menées sur le
comportement maternel chez le rat ont montré que des rats élevés par des meres
prodiguant peu de soins maternels avaient une réactivité au stress accrue a I'age
adulte ainsi qu’un déclin cognitif plus prononcé au cours du vieillissement, cela de
facon transmissible au cours des générations. Par contre, si ces mémes ratons, nés
de mere prodiguant peu de soins maternels, étaient adoptés par une mere portant
beaucoup de soins ceux-ci présentaient alors une réactivité au stress normale sans
probléme cognitif particulier, témoignant que ces observations n’étaient pas d’origine
génétique. Les études moléculaires menées chez ces animaux rapportent que la
réactivité au stress élevée des rats n’ayant pas eu de soins maternels serait due a
une hyper-méthylation du géne codant pour le récepteur aux glucocorticoides dans
une structure cérébrale, I'’hippocampe (Meaney and Szyf, 2005). Chez 'homme, une
étude portant sur des cerveaux de suicidés rapporte que ce géne des récepteurs aux
glucocorticoides est hyper-méthylé uniquement dans le groupe de suicidés qui a subi
des traumatismes pendant I'enfance, suggérant que ces traumatismes laissent des
marques épigénétiques qui rendraient les individus plus vulnérables au stress

lorsqu‘ils deviennent adultes (McGowan et al., 2009).

Ainsi la sensibilité au stress d’un individu et sa capacité d’'y faire face sont
donc dépendantes de I'environnement, de la génétique, de leur interaction.

Nous venons de voir gu’en réponse au stress, de nombreux systémes
biologiques s’activent notamment deux systemes majeurs : le systeme sympathique
et I'axe corticotrope. Au cours de mes travaux de these, je me suis particulierement
intéressée a ce dernier. Il est présenté dans la deuxiéme partie de cette introduction

générale.

33



Introduction générale — L.’ axe corticotrope et les glucocorticoides

Il. L’axe corticotrope et les glucocorticoides

A. Fonctionnement de I’axe corticotrope

Systéme imbique
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Corticosurrénale

Légende:
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POMC: Propiomélanocortine

ACTH : AdrenoCorticoTropic Hormone = hormone adrénocorticotrope

CBG: Corticosteroid Binding Globulin = transcortine

Figure 6 : Organisation fonctionnelle de I’axe corticotrope

L’activation de l'axe corticotrope est initiée par la réception par I'hypothalamus des informations
provenant des centres nerveux supérieurs du systeme limbique. Le noyau paraventriculaire de
I'hypothalamus répond par une production de peptides hypothalamiques : AVP et CRH. Ceux-ci
stimulent la production et la libération de 'ACTH par I'antéhypophyse. Cette hormone stimule a son
tour la synthése et la libération dans la circulation sanguine des hormones glucocorticoides (cortisol
chez 'Homme et le Porc ; corticostérone chez les rongeurs et les oiseaux) par le cortex surrénalien.
Dans la circulation les glucocorticoides vont former un complexe avec la transcortine ou CBG,
conduisant a un équilibre entre les fractions libres de I'hormone (~5%), la fraction liée a la CBG
(~80%) ou a lalbumine (~15%). Enfin, les glucocorticoides exercent un rétrocontréle négatif sur
l'activité de l'axe corticotrope au niveau de I'hypophyse, de I'hypothalamus et des centres nerveux
supérieurs afin de contréler sa propre libération.

L’axe corticotrope ou axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA en
anglais pour Hypothalamic-Pituitary-Adrenal  axis) constitue un systeme

neuroendocrinien majeur. Il est composé de trois structures principales en
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interactions : I'’hypothalamus, I'antéhypophyse et les glandes surrénales. Comme la
plupart des systémes neuroendocriniens, I'axe corticotrope est un systéme en
cascade avec une boucle de rétroaction négative grace a laquelle le produit final
inhibe, notamment, la production ou la libération de la substance initiatrice de cette
cascade d’activation. Une grande diversité de stimuli (rythme circadien, prise
alimentaire, stimuli homéostatiques ou externes) peut étre a l'origine de I'activation
de l'axe corticotrope. Celle-ci aboutit a la libération dans la circulation sanguine des
hormones glucocorticoides, responsables de la plupart des effets physiologiques de
I'activation de I'axe corticotrope (Dallman et al., 1989; McEwen, 2007) (Figure 6).

1) Stimulation et libération des hormones glucocorticoides

L’hypothalamus et plus précisément le noyau paraventriculaire (PVN) de
I'hypothalamus est le point de départ de I'axe corticotrope. Il est le centre intégrateur
de l'axe et recoit les afférences provenant des centre supérieurs, notamment celles
du systéme limbique telle que le cortex préfrontal, 'amygdale, I'hippocampe, le
septum et encore le thalamus (Gray et al., 1989). En réponse a ces stimulations, le
PVN produit et libere l'arginine vasopressine (AVP), peptide de 9 acides aminés
responsable de la sécrétion de la corticolibérine ou CRH (corticotropin releasing

hormone).

La CRH est un neuropeptide de 41 acides aminés synthétisés dans les
neurones parvocellulaires du PVN. Ces neurones se projettent sur la couche externe
de I'éminence médiane jusqu’au systeme porte hypothalamo-hypophysaire, lieu de
sécrétion des hormones hypothalamiques. La CRH, ainsi libérée dans les capillaires
irriguant 'antéhypophyse peut alors agir sur les cellules corticotropes en se fixant sur
ces recepteurs hypophysaires spécifiques. Cette fixation permet alors I'activation de
la transcription du géne codant pour la propiomélanocortine (POMC), peptide de 241
acides aminés et précurseur de I’hormone adrénocorticotrope ou ACTH
(adrenocorticotropic hormone), peptide de 39 acides aminés trés conservé (Riniker et
al., 1972).

L’ACTH est sécrétée et libérée dans la circulation sanguine et agit alors sur

les cellules du cortex surrénalien de la glande surrénale pour activer la synthése des
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hormones glucocorticoides. Une libération chronigue d’ACTH augmente la taille de
la masse corticale des surrénales et entraine une augmentation de la capacité de
synthése et de sécrétion des glucocorticoides (Slavinski et al., 1976). Au niveau
hypothalamique, TACTH exerce un rétrocontrole négatif sur la sécrétion de CRH et
donc sur la sécrétion méme de 'ACTH (Aguilera, 1994).

2) Circulation des glucocorticoides

Une fois libérés dans la circulation sanguine et dans des conditions basales,
les glucocorticoides se lient avec une forte affinité mais une faible capacité a la
transcortine (~80-90%) encore appelée CBG (Corticosteroid Binding Globulin),
glycoprotéine plasmatique synthétisée par les hépatocytes, et a I'albumine (~15%)
avec une grande capacité mais de maniére non spécifique. Les ~5-10% restant de
I’'hormone circulante constituent la forme libre des glucocorticoides (Hammond et al.,
1980; Dunn et al., 1981; Siiteri et al., 1982; Breuner and Orchinik, 2002). Il est a
noter que les formes circulantes libres et liées du cortisol et de la corticostérone sont
retrouvées dans des fractions similaires chez 'lHomme et le rongeur (Hammond et
al., 1990).

La forme liée constitue ainsi une forme de réserve plasmatique inactive et
biodisponible de 'hormone, et selon 'hypothése de Mendel, seule la fraction libre est
active (Mendel, 1989). C’est cette fraction qui régule négativement sa propre
sécrétion par rétrocontrole et qui agit sur les tissus cibles, en ce liant a ces deux
récepteurs nucléaires : le récepteur aux minéralocorticoides MR et le récepteur aux
glucocorticoides GR (de Kloet et al., 2008).

3) Régulation des glucocorticoides par le rétrocontréle négatif

Les glucocorticoides sont donc capables de réguler leur propre sécrétion en
exercant un rétrocontréle négatif sur les structures composantes de I'axe HPA':
structures du systéme limbique, hypothalamus, hypophyse, possédant des

récepteurs aux glucocorticoides. Ce rétrocontr6le négatif a pour but de limiter la
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production de I'hnormone dans le sang et ainsi limiter la durée d’exposition des tissus
cibles aux glucocorticoides, délétéres a long terme pour I'organisme.

Les glucocorticoides agissent sur le noyau paraventriculaire de
'hypothalamus et I'hypophyse antérieure via leurs récepteurs, inhibant ainsi la
transcription des genes conduisant a la synthese et la sécrétion de la CRH et de
'ACTH. Certaines structures du systeme limbique (hippocampe, cortex pré-frontal,
amygdale) possédant des récepteurs aux glucocorticoides sont également fortement
impliquées dans la régulation inhibitrice de I'axe HPA. Il a été montré notamment que
les neurones hippocampiques activent un réseau GABAergique qui inhibent les
neurones du PVN (Jacobson and Sapolsky, 1991; Herman et al., 2003; Cullinan et
al., 2008).

L’inhibition de la fonction corticotrope se fait de fagon dose dépendante. En
effet, durant la phase active du cycle circadien I'intensité du rétrocontr6le négatif est

accrue (Akana et al., 1992).

4) Rythmes biologiques

L’activité basale de I'axe HPA présente chez ’lhomme comme chez I'animal,
une rythmicité liée a l'alternance jour-nuit appelée cycle nycthéméral ou encore
rythme circadien, dont la période est de 24,2 heures (de Kloet and Sarabdjitsingh,
2008). Ce rythme est majoritairement coordonné aux signaux externes jour/nuit
détectés par les noyaux supra-chiasmatiques de I'hypothalamus, mais également a
d’autres stimulations de I'environnement comme la prise alimentaire (Follenius et al.,
1982). Le début de la phase active (le matin chez 'Homme ; le soir chez le rongeur,
animal nocturne) se produit lors du pic circadien ou il est observé une augmentation
en chaine de I'amplitude des pics de sécrétion d’AVP et de CRH puis d’ACTH et
enfin des glucocorticoides. Ce pic circadien permet une réaction anticipatrice au
moment du réveil ou les glucocorticoides ont pour réle de mobiliser les substrats
énergétiques nécessaire a cette période d’activité. Les taux d’hormones vont ensuite
diminuer progressivement tout le long de la phase d’activité jusqu’a atteindre un
nadir en période de sommeil, ou les besoins énergétiques de I'organisme sont plus
faibles (Figure 7A).
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A. Rythme circadien:
fdesure plasmatique de cortisol et dACTH chez FHomme sur 24 heures
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Figure 7 : Sécrétion circadienne et ultradienne des glucocorticoides et de 'ACTH
tiré de (Windle et al., 1998a; Henley et al., 2009)

A : Relation temporelle entre la sécrétion d’ACTH et du cortisol mesuré par un systeme automatisé de
collecte d’échantillons sanguins sur 24 heures, chez 'Homme.

B : Mesure chez le rat, male, des pulses sécrétoires de corticostérone sur 24 heures. Un pulse de
sécrétion dure environ 1 heure. Ce pulse peut étre découpé en une phase de sécrétion rapide ou les
niveaux de corticostérone s’éléevent rapidement, suivie d’'une breve phase d’inhibition d’environ 20
minutes induisant une clairance rapide des glucocorticoides.

Le développement de systeme automatisé de collecte d’échantillons sanguins
a permis de mettre en évidence que I'axe corticotrope présente également un rythme
d’'une période plus courte d’environ une heure, appelé rythme ultradien, observée
dans de nombreuses espéces incluant les rongeurs (Tapp et al., 1984; Engler et al.,
1989; Jasper and Engeland, 1991; Young et al., 2004; Engeland and Arnhold, 2005).
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La CRH, 'AVP, 'ACTH et les glucocorticoides présentent une sécrétion de type
pulsatile avec des épisodes sécrétoires courts d’une fréquence de un a trois pulses
par heure, suivis d’'une phase d’inhibition d’environ 20 minutes induisant la clairance
rapide de ces hormones circulantes (Windle et al., 1998a; Windle et al., 1998b).
L’origine de cette pulsatilité ultradienne n’est pas connue a ce jour mais I'équipe de
Stafford Lightman propose que la pulsatilité de sécrétion des glucocorticoides
constitue la base d'un processus d’ «équilibre dynamique continu». Plus
précisément ce rythme ultradien permettrait de mettre en place rapidement les
processus d’adaptation au stress c'est-a-dire une régulation fine des processus
d’homéostasie et d’allostasie (Lightman and Conway-Campbell, 2010) (Figure 7B).

5) Réactivité corticotrope face au stress

En plus de leur activité basale, les glucocorticoides sont les hormones
majoritaires de réponse au stress. Leur libération n’est pas une simple réponse
réflexe et aspécifique, comme le supposaient les pionniers Cannon et Selye. En effet
celle-ci est adaptée au stresseur et a la réponse adaptative comportementale et
homéostatique qui doivent étre faites par I'organisme pour pouvoir y faire face.

Ainsi 'ampleur et la magnitude de la réponse des glucocorticoides suite a
lactivation de I'axe HPA sont dépendantes du type stresseur et de la valeur
émotionnelle que lui donne I'individu (positive/appétitive ou négative/aversive). Une
étude réalisée chez le rat s’est attachée a faire des mesures comparatives de la
réactivité au stress de divers types de stresseurs, par la mesure de l'aire sous la
courbe de la réactivité de la corticostérone totale plasmatique suite a I'exposition a
un stresseur durant 15 minutes (Koolhaas et al., 1997; Koolhaas et al., 2011) et les
résultats sont représentés figure 8. Ces stresseurs sont de type aversifs (stimuli
douloureux ou émotionnellement traumatisant comme la défaite sociale ou
limmersion forcée sous I'eau) ou au contraire appétitifs (stimuli de type récompenses
comme le comportement sexuel ou remporter une interaction sociale aprés un
combat). Les résultats ont montrés que des stress tels que le comportement sexuel
et la défaite sociale induisent une réponse de stress plus forte qu'aprés I'exposition a
un stress de contrainte ou des chocs électriques, eux méme plus intenses que

'exposition a un nouvel environnement ou a un bruit fort. Ainsi, dans la plupart des
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cas lintensité de la réactivité des glucocorticoides au stress est le reflet direct de
I'activité comportementale et donc des besoins métaboliques associés, directement
ou non, pour recruter I'énergie nécessaire a cette tache. De plus, ces résultats
démontrent que la valeur du stresseur n’est pas le reflet de lintensité de la réponse
des glucocorticoides puisque le comportement sexuel (chargé positivement) induit
I'élévation de corticostérone la plus forte, supérieure a celle mesurée lors d’une
défaite sociale, fortement aversive. Le stress dans son ensemble ne doit ainsi pas
étre uniquement considéré comme une réactivité de I'organisme face a une situation
négative.

Comportement sexuel

Défaite sociale |

Victoire lors d'une interaction sociale -

Nage (rat naif) _|

Nage (rat entrainé) —]

Stress de contrainte _|

Choc électrique 2 mA -

Choc électrique 1 mA _|

Choc électrique 0,5 mA _|

Immersion forcée dans I'eau _|

Nouvelle cage =

Bruit 100 dBA

Manipulation |_(

Contréle :|-|
1 1 1 1 I

0 1000 2000
Réponse de la corticostérone (AUC;pg/dl x min)

Figure 8 : Réponse de la corticostérone a différents types de stresseurs chez le rat Wistar
(males)

tiré de (Koolhaas et al., 2011)

La mesure de corticostérone correspond a l'aire sous la courbe de la réactivité de la corticostérone
totale plasmatique suite a I'exposition a un stresseur durant 15 min.
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6) Réactivité corticotrope au stress dans le cerveau

Comme je I'évoquais précédemment, la forme active de glucocorticoides qui
atteint les tissus cibles via ses récepteurs pour exercer son réle physiologique et
répondre au stress, est la forme libre de 'hormone. Depuis peu, la recherche sur la
biologie des glucocorticoides s’est intéressée a la cinétique entre la libération des
hormones dans le plasma par les corticosurrénales et leur arrivée sous forme libre
aux tissus cibles ainsi que leurs concentrations dans ces tissus. En effet, la
régulation des concentrations tissulaires des glucocorticoides, dont I'action est
critique en condition saine comme en condition pathologique, est d'une importance

clinique.

Chez le rat et par technique de microdialyse in vivo, des mesures simultanées
de corticostérone totale et libre plasmatique et de corticostérone libre hippocampique
(cible majeure des glucocorticoides) ont été réalisées. Les résultats montrent que les
profils d’activité circadienne et ultradienne de la corticostérone libre plasmatique et
hippocampique sont similaires, démontrant ainsi que la pulsatilité basale de

I’'hnormone est maintenue méme apres avoir passé la barriere hématoencéphalique.

Par ailleurs, aprés un stimulus de stress, les auteurs ont détecté un pic de
corticostérone libre intrahippocampique seulement 20-30 minutes aprés I'apparition
du pic de corticostérone totale dans le plasma (Droste et al., 2008). De plus, ils ont
observés que l'intensité de la réponse des glucocorticoides au stress est dépendante
du type de stresseur dans le plasma (comme présenté dans la partie 5)) mais aussi
dans I'hippocampe permettant ainsi aux tissus cibles tel que le cerveau d’adapter
finement leur réponse de stress. En effet I'élévation de corticostérone est plus
importante aprés un stress de type nage forcée qu’apres un stress moins important
de type exposition a un nouvel environnement. Dans un autre tissu cible de
’hormone tel que le tissu gras sous cutané, ce méme profil de réponse retardée est
€galement observé suggérant que ce deélai n’est pas spécifique au cerveau et plus
particulierement au passage de la barriere hématoencéphalique mais bien a la
concentration de corticostérone libre plasmatique.

Cette équipe a ensuite observé que le délai de la réponse de corticostérone
dans I'hippocampe observé aprés un stress aigu est di a une rapide libération dans
le plasma, par le foie, de CBG (Qian et al., 2011). Cette libération de CBG est
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observée dés la 5°™ minute aprés I'exposition au stresseur et atteint un pic aprés
15-30 minutes. Les auteurs suggeéerent que cette libération, aigue, permet dans un
premier temps d’augmenter la réserve de corticostérone qui sera alors liée a la CBG,
donc inactive. La fraction libre de I'hormone serait ainsi faible durant cette phase
initiale. Ce n’est qu’aprés que la libération de CBG ait atteint un pic, que la fraction

libre de corticostérone peut augmenter expliquant ainsi ce décalage.

Les auteurs proposent trois possibilités expliquant I'importance de cette
libération tardive de CBG qui favorise 'augmentation retardée de la corticostérone
libre :

- Cette augmentation retardée des niveaux de corticostérone libre en
réponse au stress serait due a I'action retardée des glucocorticoides sur

leur rétrocontrole négatif.

- L’absence d’augmentation de la corticostérone libre pendant la phase
précoce de la réponse au stress permettrait l'initiation des mécanismes
physiologiques de défenses de [Iorganisme, comme le systeme

immunitaire, avant d’étre inhibés par les glucocorticoides.

- Lors de la phase précoce / initiale de la réponse au stress, les effets des
glucocorticoides sont d’abord médiés par les récepteurs MR, qui ont la
plus grande affinité pour ces hormones. Puis dans un deuxiéme temps,

I'action des glucocorticoides passera par leurs liaisons aux récepteurs GR.

La figure 9 est extraite de ces deux études afin d'illustrer cette partie.
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Figure 9 : Réactivité au stress des glucocorticoides. Comparaison entre la fraction totale et
libre de ’lhormone dans le plasma et dans les tissus cibles

tiré de (Qian et al., 2011)

Les Figures A, B et C présentent la concentration de corticostérone libre dans le plasma (veine
jugulaire JV) et dans un tissu cible de I'hormone (tissu gras sous cutané ST ou hippocampe HP) aprés
un stress aigu, chez le rat Wistar, méle.

Aet B : aprés un stress intense de type nage forcée de 15 min (barre grise), C : aprés un stress
modéré de type nouvel environnement de 30 min.

La Figure D montre que la concentration de corticostérone totale plasmatique (plasma total CORT)
augmente 5 min apres le stress de type nage forcée de 15 min (barre grise) et atteint un pic a 30 min.
Toutes les réponses de corticostérone libre (JV / ST / HP free CORT) sont retardées de 20-30 min et
atteignent un pic aprées 1 h.

La figure E appose les réponses la corticostérone totale, la moyenne de la corticostérone libre
mesurée dans le plasma, I'hippocampe et le tissu gras sous-cutané (mean free CORT) et la
concentration de CGB plasmatique (plasma CBG) apres le stress de type nage forcée de 15 min
(barre grise).
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B. Les glucocorticoides

Comme nous venons de le voir dans la partie précédente, les hormones
glucocorticoides sont responsables de la plupart des effets physiologiques de
I'activation de I'axe HPA en situation basale ou en réponse en stress. Cette partie est

consacrée a ces hormones afin de mieux les définir.

1) Biosynthése des glucocorticoides

Les hormones glucocorticoides sont des hormones stéroidiennes. Leur
biosynthése a lieu dans la zone fasciculo-réticulée du cortex des glandes surrénales
et est initiée par la fixation de 'ACTH sur ces récepteurs surrénaliens. Cette
biosynthése se fait a partir du cholestérol, provenant soit de la synthese hépatique
soit de I'absorption intestinale, qui subit une série de réaction enzymatique (Figure
10). Le glucocorticoide majoritaire dépend de l'espéce considérée. Il s’agit du
cortisol chez 'Homme et le porc et de la corticostérone chez les rongeurs et les

oiseaux.

Une autre classe d’hormones stéroidiennes est synthétisée par les
corticosurrénales : les minéralocorticoides. lls sont 100 fois moins abondants que les

glucocorticoides et le principal représentant est I'aldostérone.

Comme tous les stéroides, les glucocorticoides sont lipophiles. Ainsi, ils ne
sont pas stockés dans la cellule mais sont immédiatement libérés dans la circulation
générale aprés leur synthese. Cette propriété leur confere la capacité de traverser la
bicouche lipidique des cellules et ainsi de traverser la barriere hématoencéphalique.

lls entrent donc facilement dans le cerveau, sous leur forme libre.
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Figure 10 : Voie de biosynthése des hormones glucocorticoides
tirée de « Biochimie de Harper », 25°™ édition, de Boeck Université
A partir du cholestérol et par une série de réactions enzymatiques en cascade (le nom des enzymes

est inscrit dans l'encadré), les stéroides surrénaliens glucocorticoides (cortisol / corticostérone) et
minéralocorticoides (aldostérone) sont synthétisés.
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2) Meétabolisme des glucocorticoides

La forme active de I'hormone (cortisol ou corticostérone) est en équilibre
permanent avec son meétabolite inactif qui a subit une déshydrogénation sur le
carbone 11. Ce métabolisme met en jeu la 11 beta-hydroxystéroide-déshydrogénase
dont le type 2 (11B-HSD2) oxyde le cortisol en cortisone chez 'Homme et la
corticosterone en 11-déhydrocorticostérone chez le rongeur. La réaction inverse est
possible par I'action de la réductase 11 beta-hydroxystéroide-déshydrogénase de
type 1 (11B8-HSD1).

Ces jeux enzymatiques d’interconversion bidirectionnelle permettent une
modulation des concentrations tissulaires des hormones glucocorticoides actives et
inactives. En effet, 'enzyme 113-HSD1 prédomine dans de nombreux tissus cibles
des glucocorticoides tels que le foie, le tissus adipeux, les muscles, poumon,
gonades, os, ceil, peau, muscle lisse vasculaire et le systéme nerveux central. Son
isoforme 11B-HSD2 est, quant a elle, plutdét concentrée dans des tissus cibles de
l'aldostérone tels que les glandes salivaires, les glandes sudoripares, les reins et le
cOlon. On ne la trouve pas dans des structures cérébrales telles que I'hippocampe.
Le rOle de la 11B3-HSD2 est d’inactiver les glucocorticoides et ainsi de protéger les
récepteurs aux minéralocorticoides MR d’'une occupation prédominante des
glucocorticoides, 100 fois plus abondants que l'aldostérone. En effet, les MR ont la
méme affinité pour les glucocorticoides et I'aldostérone. La 11p-HSD2 est également
exprimée dans le placenta et les tissus du feetus. In utero, elle aura pour réle ici de
protéger les récepteurs aux glucocorticoides GR de l'action des glucocorticoides
maternels (Seckl, 1997; Seckl and Walker, 2001; Walker and Stewart, 2003; SeckI,
2004; Wyrwoll et al., 2011).

La demi-vie plasmatique du cortisol, chez 'Homme, est de 60 a 90 minutes ;
celle de la corticostérone, chez le rongeur, est un peut plus courte et dure environ 50
minutes. La demi-vie biologique, correspondant au temps nécessaire pour perdre la
moitié de ces effets biologiques, est elle de I'ordre de 8 a 12 heures. La majorité des
glucocorticoides est réduite et conjuguée dans les cellules cibles et le foie. Ces
hormones sont ensuite excrétées et éliminées dans les urines soit sous forme

dégradée en glucoronides, soit sous forme non dégradée, libre.
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3) Les récepteurs aux glucocorticoides

Comme toutes hormones stéroidiennes, les glucocorticoides agissent sur
leurs cellules cibles par lintermédiaire de récepteurs intracellulaires. Deux types
distincts de récepteurs aux corticostéroides ont été identifies : le récepteur aux
minéralocorticoides (MR ou récepteur de type 1) et le récepteur aux glucocorticoides
(GR ou récepteur de type 2) (Reul and de Kloet, 1985; de Kloet et al., 1998).

Ces récepteurs ont une demi-vie relativement longue par rapport a celle des
glucocorticoides (demi-vie de 90min) : 20 a 30h en 'absence de ligand, diminué de
moitié en présence de celui-ci (Dong et al., 1988). Les deux types de récepteurs ne
sont pas distribués uniformément dans les tissus. Leurs activations respectives
dépendent de la concentration en ligand (Schmidt and Meyer, 1994), du stade du
cycle cellulaire (Hu et al., 1997) et du rythme circadien (Spencer et al., 1993). Pour le
développement de l'individu, ces récepteurs sont d’'une grande. En effet, les études
de modeles animaux invalidés pour I'expression des génes codant pour les
récepteurs MR comme GR ont montrés que leur déficience est létale. Les souris
knock-out pour le MR ne survivent pas au-dela de 8 a 12 jours apres la naissance et
présentent des signes marqués de perte sodique et d’hypovolémie (Berger et al.,
1998). Concernant les souris knock-out pour le GR celles-ci meurent quelques
heures apres leur naissance, le surfactant pulmonaire n’étant pas assez développé
pour permettre leur survie dans un milieu extra-utérin (Cole et al., 1995; Ridder et al.,
2005).

Les MR lient le cortisol (ou la corticostérone chez les rongeurs) et
'aldostérone avec une forte affinité (constante de dissociation : Kd ~ 0.5 nM). Les
GR, en revanche, lient les glucocorticoides endogénes avec une affinité dix fois
moins importante que celle des MR (Kd ~ 5 nM) mais a l'inverse de ceux-ci sont
spécifiques des glucocorticoides car ils sont trés peu affins pour I'aldostérone (Kd ~
20 nM). Les GR présentent par contre une forte affinité pour les glucocorticoides de
synthése, comme la dexaméthasone (Kd ~ 0.5 nM). Du fait de leurs affinités
différentes pour le MR et le GR, les glucocorticoides sont préférentiellement liés aux
MR. Ces récepteurs sont quasiment saturés pour de faibles niveaux de ’hormone,
c'est-a-dire dans des conditions basales du rythme circadien et de ce fait, les GR

sont peu saturés dans ces conditions. En revanche, les GR sont progressivement
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occupés en cas dhypersécrétion de glucocorticoides, notamment lors du pic
circadien, d’'un pulse ultradien ou apres une exposition a un stress ou I'occupation
des MR atteint une saturation (Reul et al., 1987b, a). C’est pourquoi il a été proposé
que les GR seraient plutdét impliqués dans la variation de lactivité de l'axe
corticotrope observée au cours de la réponse au stress, alors que les MR seraient
impliqués dans l'activité basale de I'axe corticotrope permettant ainsi une action
différentielle de ’'normone selon les taux circulants (De Kloet et al. 2005).

a) Structure des récepteurs nucléaires MR et GR

Ces deux récepteurs sont phylogénétiquement et structurellement proches. lls
appartiennent a la superfamille des récepteurs nucléaires et a la famille des
récepteurs aux stéroides (Beato and Klug, 2000). Comme tous récepteurs
nucléaires, MR et GR sont des protéines monomériques et sont caractérisés par six
domaines structurels et fonctionnels (Figure 11).

A/B C D E F

AF-1 ADN Hormone
dimerisation
Hsp
AF-2

Figure 11 : Structure primaire et relations structure-fonction des récepteurs nucléaires

tiré de (Beato and Klug, 2000)

Les récepteurs nucléaires sont organisés en six domaines déterminés sur la base d’homologies de
séquence et de leurs fonctions respectives
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- Le domaine A/B en partie N-terminale de la protéine a un rdéle dans l'initiation
et la régulation de la transcription des génes cibles (sur la figure 11, AF-1 pour
activation function 1).

- Le domaine C, configuré en doigts de zinc, est la région de fixation a 'ADN
appelé DBD pour DNA-binding domain. Ce domaine est considéré comme la
signature de la super famille des récepteurs nucléaires.

- Le domaine D correspond a une région charniére reliant les domaines C et E
et peut étre impliqué dans la fixation a ’ADN et dans I'adressage du récepteur
dans le noyau.

- Le domaine E est la région de liaison du ligand nommé LBD pour liganad-
binding domain. Ce domaine contient également une fonction activatrice de la
transcription (AF-2 pour activation function 2), une interface de dimérisation et
une région d’interaction pour les protéines de choc thermique Hsp (Heat shock
protein).

- Le domaine F, enfin, en C-terminal peut également étre une région de fixation

du ligand.

Les domaines impliqués dans la liaison a 'ADN ou au ligand (C et E) présentent
un fort degré de conservation structurelle au sein de la superfamille des récepteurs
nucléaire, tandis que les domaines A/B, D et F peuvent présenter beaucoup de

variations structurelles.

b) Meécanismes moléculaires d’action de l'action des glucocorticoides

A I'état libre, les récepteurs sont présents dans le cytoplasme sous forme de
complexe multiprotéique composé du récepteur lui-méme, de deux molécules de
protéine de choc thermique (heat shock protein) hsp90, d’'une molécule hsp70 et
d’'une molécule hsp50. Les glucocorticoides libres, protéines liposolubles, diffusent
librement a travers la membrane cytoplasmique pour venir au contact de leurs
récepteurs présents a I'état inactif dans le cytosol. La liaison de ’hormone a son
récepteur induit un changement conformationnel et une hyperphosphorylation du
récepteur qui provoque la dissociation du complexe récepteur-protéines
chaperonnes. Ceci entraine le passage actif dans le noyau avec l'aide de protéines

de translocation nucléaire recrutées par la libération de signaux spécifiques lors du
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changement conformationnel. Les récepteurs peuvent alors agir selon plusieurs
voies. Les récepteurs, aprés dimérisation, peuvent se lier a '’ADN sur une séquence
spécifique : les GRE (glucocorticoids responsive elements). Ces GRE sont situés a
proximité de la région promotrice des génes cibles qu’ils vont stimuler ou inhiber.
Deux types de GRE existent : les GRE positifs activent la transcription des genes
cibles tandis que les GRE négatifs (nGRE) répriment la transcription. En cas de
stimulation, la transcription du gene aboutit a la production d’ARNm, qui permet la
synthése de protéines, résultat final de l'activité physiologique des glucocorticoides
(Zhou and Cidlowski, 2005; Lu and Cidlowski, 2006) (Figure 12).

Cytoplasm Nucleus

F’roteins“

GR/DNA and GR/TF

Figure 12 : Mécanisme d’action des récepteurs aux glucocorticoides : exemple du GR

tiré de (Zhou and Cidlowski, 2005)

Les glucocorticoides entrent dans le cytoplasme de la cellule et se fixent sur les récepteurs GR
présents. Le GR ainsi activé se dissocie des protéines Hsp, peut se dimériser avec un autre GR ou
avce un MR et est transloqué vers le noyau. Il peut se fixer directement sur 'ADN au niveau d’une
séquence GRE ou nGRE et interagir avec un autre facteur de transcription (noté TF sur la figure) pour
se lier a 'ADN. La fixation du GR a I’ADN active ou réprime alors la transcription du gene.

GTM (general transcription machinery) : machinerie de transcription.
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c) Récepteurs membranaires

Il a récemment été découvert un autre type de récepteurs aux hormones
glucocorticoides localisés sur la membrane plasmique. Ce sont des récepteurs de
type MR (Joels et al., 2008) qui contrairement aux récepteurs MR nucléaires
présentent une faible affinité pour les glucocorticoides comparable a celle des GR
nucléaires (Karst et al., 2005). Ainsi ils sont activés lorsque les niveaux de 'hormone
augmentent comme pour les GR au pic circadien ou encore en réponse au stress. lls
sont responsables des effets rapides non-génomiques des glucocorticoides. Les
premiéres études ont montré qu’ls augmentent la neurotransmission
glutamatergique et régulent le trafic de surface des récepteurs de type AMPA,
augmentant ainsi la transmission de la plasticité synaptique dans I'hippocampe (Groc
et al., 2008; Chaouloff and Groc, 2010). Enfin, une récente étude a mis en évidence
leur implication au niveau hippocampique dans les effets déléteres des
glucocorticoides en réponse au stress sur la mémoire de travail (Dorey et al., 2011).

4) Action des glucocorticoides

Les glucocorticoides sont impliqués dans un grand nombre de fonctions

vitales et ce paragraphe se focalise sur leurs influences majeures.

a) Actions sur la croissance et le développement

Les glucocorticoides ont un impact sur la différenciation et la maturation de
certains tissus. Chez le feetus, les glucocorticoides sont nécessaires a la maturation
du systéme nerveux central, de la rétine, du tractus digestif et des poumons. Chez le
rongeur il a été montré qu’'une administration de glucocorticoides chez la mere
gestante conduit a une diminution du poids des petits a la naissance, a une altération
de la maturation des organes et des problémes persistants comme de I'hypertension,
hyperglycémie, hyperinsulinémie, et des probléemes comportementaux et
neuroendocriniens (O'Regan et al., 2001). Chez 'Homme, les patients atteints du
syndrome de Cushing, hypercortisolémiques, présentent des problemes d’infertilité
qui peuvent étre corrigés par un traitement a la metyrapone (un inhibiteur de la

synthése des glucocorticoides) (Trainer, 2002).
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Par ailleurs, un grand nombre d'études rapporte une interaction,
bidirectionnelle, entre I'hormone de croissance (growth hormone: GH) et l'axe
corticotrope. Cependant, la relation entre le cortisol et la GH est complexe. Une
hypercortisolémie chronique, d’origine endogéne ou exogene, entraine une réduction
de la sécretion de GH et de la croissance ainsi qu’une diminution de la réponse de la
GH face aux stimuli extérieurs (Tsigos and Chrousos, 2002). De méme, les patients
souffrant d’une déficience en ACTH ont une sécrétion de GH anormale qui est
rétablie aprés un traitement aux glucocorticoides. D’autre part, les patients déficients
en GH ont des concentrations basales et post stress de cortisol plus faibles qui sont
rétablies par un traitement a la GH (Charmandari et al., 2001).

b) Actions sur le métabolisme

Les glucocorticoides ont de nombreux effets sur le métabolisme des
protéines, des lipides et des sucres. Leur action majeure est la constitution de
réserves de glucose en vue de la protection des tissus glucose-dépendants tels que

le coeur et le cerveau.

Comme leur nom l'indique, les glucocorticoides ont un réle important dans le
métabolisme glucidique. Leur effet principal est d’augmenter la production de
glucose en favorisant la néoglucogenése hépatique. Le glucose ainsi produit est
stocké sous forme de glycogene hépatique. Les glucocorticoides utilisent les
intermédiaires de la glycolyse musculaire (le lactate), de la protéolyse (I'alanine) et
de la lipolyse (le glycérol) pour cette néoglucogenese. A cette fin, ils induisent
également la transcription hépatigue de nombreuses enzymes impliquées dans le
mécanisme de la néoglucogenese et dans le métabolisme des acides aminés
(Yabaluri and Bashyam, 2010). Au niveau des tissus périphériques, notamment dans
le tissu adipeux, le tissu musculaire squelettique, la peau, les fibroblastes, les
thymocytes et les leucocytes polynucléaires, les glucocorticoides inhibent la capture
et l'utilisation du glucose, augmentant ainsi la résistance a linsuline. Ainsi les
glucocorticoides favorisent la synthese de glycogéne hépatique et la production
hépatique de glucose tout en diminuant la captation et I'utilisation du glucose par les
tissus périphériques. Cette action hyperglycémiante des glucocorticoides a pour effet

global d’accroitre les ressources énergétiques. L’activation de I'axe corticotrope et
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donc l'augmentation des taux plasmatiques de glucocorticoides a lieu dans des
situations ou la teneur en glucose est insuffisante. Cette insuffisance peut étre due
soit a la hausse de l'utilisation de glucose par I'organisme (en cas d’hypoglycémie,
de diabéte, d’exposition au froid, d’exercice physique intense ou de stress), soit a la
diminution des apports alimentaires (situation de privation de nourriture).

Au niveau du métabolisme protéique, les glucocorticoides ont une action
catabolique prédominante sur les protéines du muscle squelettigue et du tissu
conjonctif, ainsi que sur les os, provoquant a long terme des atrophies musculaires et
cutanées et une ostéoporose. Les glucocorticoides ont deux effets majeurs sur le
métabolisme osseux. Le premier est d’induire I'apoptose des ostéoblastes et des
ostéocytes diminuant alors la formation osseuse. Le deuxiéeme est de prolonger la
durée de vie des ostéoclastes augmentant la résorption osseuse. Une exposition aux
glucocorticoides peut alors altérer I'équilibre entre 'activité des ostéoclastes et des
ostéoblastes et ainsi perturber le métabolisme osseux et favoriser I'ostéoporose. En
effet, il a été montré qu’un traitement aux glucocorticoides supérieur a 3 mois
augmente significativement le risque de fracture chez les personnes agées de plus
de 65 ans et pouvait expliquer 20% des ostéoporoses (Mitra, 2011).

Au niveau du métabolisme lipidique, les glucocorticoides ont une action
différente en fonction du taux plasmatique d’insuline dans les tissus adipeux.
Lorsque linsulinémie est basse, les glucocorticoides augmentent la concentration
plasmatique des acides gras libres et du glycérol en stimulant la lipolyse. Cette
augmentation de la lipolyse potentialise également l'action lipolytique d’autres
hormones comme [l'adrénaline. A linverse, en présence d’insuline (conditions
postprandiales et en cas d’obésité), les glucocorticoides ont une action lipogénique
induite par une diminution de l'activité de 'enzyme HSL (lipase hormono-sensible)
qui régule I'hydrolyse des triglycérides (Samra et al., 1998). Les glucocorticoides, en
synergie avec l'insuline, augmentent également la différenciation des adipocytes.

e (Cas du stress chronique et ses conséquences sur le poids

Les glucocorticoides intervenant fortement dans les fonctions métaboliques et

€galement sur la régulation du comportement alimentaire, un dysfonctionnement de
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I'axe corticotrope peut donc engendrer un éventuel déreglement de ces fonctions et
ainsi favoriser le développement d’une forte prise de poids voire de l'obésité. De
nombreuses études menées chez 'Homme et I'animal font état d’'une association
entre obésité et hyperactivité de I'axe corticotrope (Rosmond et al., 1998b; Duclos et
al., 1999; Dallman et al., 2006; Kyrou and Tsigos, 2009). L’'obésité est notamment un
des symptbmes du syndrome de Cushing, caractérisé par un hypercortisolisme
(Carroll and Findling, 2010). L’administration chronique de glucocorticoides
exogénes conduit également au développement de 'obésité (Covar et al., 2000). De
méme il a été montré qu’une période de stress chronique peut mener a une rapide
prise de poids. Il a par exemple été observé que des parents d’enfants atteints d’un
cancer récemment diagnostiqué présentaient une prise de poids rapide associée a
leur situation de stress chronique alors que leur apport calorique est inférieur a celui
de parents d’enfants sains (Smith et al., 2005). Des études importantes menées chez
le rat ont montré que le stress chronique entraine une élévation des niveaux de
corticostérone et favorise ainsi, en synergie avec l'insuline, I'ingestion d’aliments a
caractére hédonique c'est-a-dire riches en sucre et en lipide. Des taux élevés de
glucocorticoides et d’insuline favorisent le stockage de calories dans des dépbts
intra-abdominaux. Ces dépbts vont ensuite envoyer un signal au cerveau qui va en
conséquence réduire l'activité de la réponse de stress et notamment la sécrétion de
CRH, cette diminution ayant un effet anxiolytique. |l s’agit de la théorie de comfort
food développée par I'équipe de Mary Dallman. C’est ainsi que des rats en situation
de stress chronique préférent une alimentation riche en gras et en sucre a une diete
équilibrée entrainant une diminution des effets du stress chronique notamment sur le
comportement émotionnel (Dallman et al., 2003; Dallman et al., 2004; Dallman et al.,
2005).

Cependant, le stress chronique et ses effets sur la prise de poids ne sont pas si
simples et présentent méme des effets bidirectionnels. Par exemple, les effets du
stress au travail peuvent conduire selon l'indice de masse corporelle de l'individu a
une prise de poids ou au contraire a une perte de poids (Kivimaki et al., 2006). De
plus, il a été démontré que la réactivité cortisolique au stress pouvait étre un
marqueur de vulnérabilité a prendre du poids en situation de stress. Une étude a

montré qu’'une femme a forte réactivité au stress, c'est-a-dire présentant une hyper-
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sécrétion de cortisol apres stress va plus manger qu’une femme a faible réactivité au
stress (Epel et al., 2001; Adam and Epel, 2007).

c) Actions sur le systeme immunitaire et inflammatoire

L’axe corticotrope peut étre activé par un agent infectieux, des processus
inflammatoires auto-immuns ou apres un traumatisme physique. De part leur action
inhibitrice sur la migration des leucocytes vers les sites d’infection et la diminution de
leur activité phagocytaire, les glucocorticoides ont alors une action anti-inflammatoire
et immunosuppressive. Les glucocorticoides affectent également les réponses
immunitaires. lls diminuent le nombre de lymphocytes T circulants, en particulier les
T4, par l'intermédiaire de facteurs déterminants dans la genése de ces réponses
gu’ils inhibent, les cytokines (interleukine-1 (lI-1), II-6, interféron gamma ou encore le
facteur de nécrose tumorale TNF-a) (Huang and Cidlowski, 2002; Rhen and
Cidlowski, 2005). Ainsi, au travers de ces diverses inhibitions, I'axe corticotrope
« protege » l'organisme d'une réaction inflammatoire démesurée qui pourrait
menacer I’homéostasie. Un dysfonctionnement de I'axe corticotrope pourrait induire
une réponse inadaptée, voire prédisposer certains individus aux maladies auto-
immunes ou encore au développement de troubles dépressifs. En effet, dans le cas
d’'un processus inflammatoire non refreiné en raison d’'une hypocortisolémie, la
libération des cytokines pro-inflammatoires est alors continue et conduit a une
concentration circulante en périphérie comme dans le cerveau beaucoup trop élevée.
Dans la durée, cette concentration accrue de cytokine est toxique pour 'organisme et
favorise alors le développement de symptdmes dépressifs (Anisman et al., 2008;
Dantzer et al., 2008)

d) Actions sur le systeme nerveux central

L’action des glucocorticoides sur le systéme nerveux central est multiple. Elle
peut étre directe ou indirecte, via leur effet sur le taux plasmatique de glucose et la
maintenance de la pression artérielle. De maniére générale, il a été montré que les
glucocorticoides sont impliqués dans divers aspects du comportement tels que le

sommeil (diminution du sommeil paradoxal et augmentation du sommeil lent) (Born
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et al., 1989), la mémoire et les apprentissages (Schwabe et al., 2010b; Schwabe and
Wolf, 2010), ’humeur (Lupien and McEwen, 1997) ou encore I'appétit (stimulation de
la prise alimentaire par l'intermédiaire du neuropeptide Y, NPY) (Sapolsky et al.,
2000). Par ailleurs, dans le cas de dérégulation de la libération de glucocorticoides
en réponse au stress, leurs effets peuvent étre déléteéres et participer a la mise en
place d’un certains nombre de troubles et de pathologies. Une hyperactivité de I'axe
HPA augmente la vulnérabilité a développer de nombreux troubles tels que
linsomnie (Buckley and Schatzberg, 2005), des perturbations de 'humeur (anxiété
exacerbée, dépression) (de Kloet et al.,, 1998; Pariante and Lightman, 2008),
l'euphorie, 'augmentation de I'activité locomotrice, des troubles de la mémoire,
'obésité (Kyrou and Tsigos, 2009), les psychoses et |la paranoia (Brunner, 1997) ou
encore l'addiction (Koob and Le Moal, 2001). Une hypoactivité est également
observée dans des troubles de la dépression, dans le syndrome de stress post-
traumatique, la fibromyalgie, le burn out, ou encore le syndrome de fatigue chronique
(McEwen, 2007; Chrousos and Kino, 2009).

e (Cas de la mémoire

L’apprentissage et les différentes phases de la mémoire (encodage,
consolidation et rappel / rétention) sont largement influencés par les glucocorticoides
qui peuvent constituer un « filire sélectif » des informations pertinentes a mémoriser
au vu de l'expérience. L'étude de la mémoire spatiale, forme de mémoire a court
terme dépendante de [lhippocampe et influencée par le stress et les
glucocorticoides, a suscité de nombreuses investigations menées chez les rongeurs
grace a l'utilisation de tache d’apprentissage classiquement utilisées pour évaluer la
mémoire spatiale : la piscine de Morris ou le labyrinthe en Y ou en T. Les
premieres études ont permis de montrer qu’'un stress comme l'exposition a un
environnement nouveau, a un prédateur ou a des chocs électriques diminue les
performances mnésiques. Cependant l'intensité du stress ou la période d’exposition
au stress pendant I'apprentissage peut impacter différemment sur les performances
mnésiques. En effet, le niveau de performances mnésiques suit une courbe en U
inversée selon le niveau d’occupation des GR dans [I'hippocampe, structure
fortement impliquée dans les processus mnésiques (Oitzl et al., 1994; Conrad et al.,
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1999; Salehi et al., 2010). Il apparait qu’'un niveau d’occupation modéré des GR
permet un apprentissage optimal, tandis qu’'une suractivation de ces récepteurs
devient délétere pour I'apprentissage. C’est ainsi qu’une injection systémique d’'une
dose modérée de corticostérone facilite chez le rongeur l'apprentissage et la
rétention en piscine de Morris (Diamond et al.,, 1996; Sandi et al., 2005). Au
contraire, I'injection d’'une forte dose diminue ces mémes performances. Par ailleurs,
aprés un apprentissage, il a été observé que l'exposition de rats a des chocs
électriques ou l'injection systémique de glucocorticoides mimant un stress, perturbe
la mémoire de rétention mesurée en piscine de Morris (Yau et al., 1995; de Quervain
et al.,, 1998). De facon similaire, une administration de cortisone chez 'Homme,
conduisant a des niveaux élevés de cortisol mesurés dans la salive 1 heure apreés,
perturbe le rappel de mots appris 24 heures auparavant (de Quervain et al., 2000).
Plus réecemment, il a été montré que les effets déléteres du stress, et de I'élévation
de glucocorticoides, sur la mémoire de rétention sont médiés par des récepteurs MR
membranaires dorso-hippocampiques (Chauveau et al., 2010; Tronche et al., 2010;
Dorey et al., 2011).

e (Cas de la dépression

La dépression et notamment la dépression majeure, pathologie complexe et
multifactorielle, semble résulter d’'une incapacité du systéme nerveux central a
adapter la réponse de stress entrainant, entre autres systémes, une dérégulation de
l'activité et de la réactivité de I'axe corticotrope.

En effet, cette pathologie a été trés souvent associée a une augmentation des
taux basal et aprés stress des glucocorticoides notamment, c'est-a-dire a une
hyperactivité de I'axe corticotrope et a une hyper-réponse des glucocorticoides au
stress (Pariante and Lightman, 2008). On parle ici de dépression majeure a
symptémes mélancoliques. Les mécanismes sous tendant cette dérégulation dans le
sens dune hyper-réponse peuvent étre expliqués a différents niveaux du
fonctionnement de I'axe HPA. En effet, des évenements de vie traumatisant (Bale et
al., 2010) ou encore les effets d’'une inflammation chronique (Raison et al., 2006;
Dantzer et al., 2008) peuvent favoriser une modification de I'activité de I'axe (par des

phénomenes génétiques ou épigénétiques) conduisant a I'altération du rétrocontrole
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de I'axe par les glucocorticoides, a une augmentation de la sécrétion de CRH et/ou
d’ACTH, ou encore a une modification du fonctionnement des récepteurs GR ou des
récepteurs au CRF. De nombreuses études menées sur des modéles animaux de
variation d’expression des principaux acteurs de I'axe corticotrope ont été meneées.
Par exemple, il a été montré qu'une surexpression du CRH est associée au
comportement de type dépressif (Lu et al., 2008). De méme, la variation d’expression
des récepteurs GR a permis d’observer qu’une diminution de I'expression de 50% du
GR (souris GR+/-) entraine une augmentation du comportement de type dépressif
alors qu’'une surexpression de ce gene (souris YGR) au contraire diminue ce
phénotype (Ridder et al., 2005).

Récemment, un ensemble de données a fait apparaitre un deuxieme versant
de la dérégulation de I'axe HPA en réponse au stress : I'hypoactivité de I'axe
(évoqué dans la partie I. C. 4)). Ainsi une faible élévation du niveau de
glucocorticoides (libres) en situation basale et aprés stress favorise également le
développement de troubles dépressifs tels que la dépression majeure a symptomes
atypiques ou encore le syndrome de stress post-traumatique (PTSD) (Heim et al.,
2000; Gold and Chrousos, 2002; Bremmer et al., 2007). Plusieurs mécanismes
peuvent conduire a une efficacité diminuée des glucocorticoides : une production ou
une biodisponibilité réduite appelés hypocortisolisme, une sensibilité augmentée du
rétrocontrdle négatif ou encore une diminution de la réponse des tissus cibles due
par exemple a une désensibilisation des récepteurs MR ou GR. Cette derniére
possibilité implique que méme en cas d’hypersécrétion de 'hormone, une déficience
du signal glucocorticoide peut apparaitre si I'effet de cette hyposensibilité tissulaire
n’est pas compensé par I'excés de glucocorticoides circulants. Aujourd’hui, trés peu
de modeles animaux existent. Nous pouvons évoquer toutefois le modéle souris de
Touma issus de sélection génétique : les souris LR, présentées partie I. D.

Il est important de noter que les femmes présentent une prévalence plus
importante que les hommes a développer des symptémes dépressifs. Cet aspect est
développé dans la partie 1.D.1).
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C. Modeles d’étude des émotions chez les rongeurs

Nous venons d'évoquer lutilisation de modéles animaux, notamment des
rongeurs, dans I'étude des émotions ou encore de la mémoire. En effet, compte tenu
du continuum phylogénétique des réponses comportementales et physiologiques a
I'exposition & un stimulus chargé émotionnellement, les animaux peuvent modéliser
les émotions humaines (Dantzer, 2002). L’absence de verbalisation chez le rongeur
conduit a étudier le comportement et les modalités d’expression des animaux.
Certains travaux de psychologie expérimentale consistent a exposer les animaux a
des situations artificielles bien définies et censées induire des états émotionnels
différents selon la nature des agents stressants et provoquent des états de peur et/

d’anxiété.

Différents tests comportementaux (Figure 13) sont utilisés pour évaluer la
réactivité émotionnelle de ces modeles, et les épreuves reposent souvent sur
l'attirance spontanée des rongeurs pour les espaces clos et obscurs, moins
anxiogenes. Notamment, le test de I'open field (ou champ ouvert) consiste a
exposer les animaux a un espace ouvert et fortement éclairé, c'est-a-dire aversif,
d’autant que ce sont des animaux nocturnes. Les animaux dits « émotifs », sont peu
actifs et passent l'essentiel de leur temps immobiles, le long des parois
périphériques. lls sont dits présenter un « trait de type anxieux », réversibles par les
anxiolytiques. Les animaux qui, au contraire, sont «non émotifs» ont le
comportement inverse. Ce test est ainsi principalement utilisé pour mesurer I'activité
exploratoire des rongeurs ainsi qu'un potentiel trait phénotypique de type anxieux
(van Gaalen and Steckler, 2000). Le test de I'elevated plus maze (ou labyrinthe en
croix surélevé) repose sur le méme principe. Le rongeur est placé au centre d’'une
plateforme surélevée constituée de deux bras obscurcis par de hautes parois
opaques dits bras fermés et de deux bras perpendiculaires dits ouverts, sans parois
et donnant sur le vide, fortement éclairés et donc anxiogenes. L’évitement des bras
ouverts constitue un index de la réactivité émotionnelle des animaux notamment un
index de mesure du phénotype « de type anxieux ». La plupart des anxiolytiques
commercialisés sont évalués au préalable avec ce test, ce qui justifie l'intérét de ce
modéle comportemental (Pellow and File, 1986). D’autres tests comme le test du
light/dark box (ou chambre claire/obscure) et encore de linteraction sociale
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reposent sur le méme principe d’approche et d’évitement et donnent également un
index des niveaux d’anxiété de I'animal, un animal dit peu « anxieux » explorant les

compartiments éclairés et interagissant avec ses congéneres.

D’autres tests comportementaux ont été développés afin d’étudier des
modéles de troubles émotionnels et plus particulierement le «trait de type
dépressif » induits par un stress chronique (de type modéré et imprévisible ou
intense par exemple induit par le défaite sociale) ou par un modele génétique (knock
out, knock in, transgénique etc.) et reversés par l'utilisation d’antidépresseurs
commercialisés. Par exemple, le forced swim test (test de la nage forcée ou test de
Porsolt) (Porsolt et al., 1977) ou le tail suspension test (test de suspension par la
queue) (Steru et al., 1985) reposant sur un comportement non conditionné, sont
largement utilisés pour évaluer I' « état de type dépressif ». Celui-ci se traduit par le
renoncement de l'animal a se sortir d’'une situation de laquelle il ne peut pas
s’échapper, c’est a dire de nager dans un bac d’eau ou encore de se redresser
lorsqu’il est suspendu dans le vide par la queue. L’analyse comportementale de
réponses apprises, dites conditionnées, permet également d’évaluer le niveau de
résignation de l'animal (Paul et al., 2005). Par exemple, le test du learned
helplessness (ou test de résignation apprise) consiste a soumettre un animal a une
série de chocs électriques inechappables et imprévisibles pendant quelques jours.
Puis le jour du test, I'animal doit apprendre qu’il peut s’échapper s'’il veut éviter le
choc électrique qui cette fois est annoncé par un stimulus sonore. Sa capacité a
apprendre la réponse d’évitement est un index du niveau de résignation de I'animal
(Seligman and Maier, 1967; Mineka and Kihlstrom, 1978).

Les données obtenues a partir de ces tests doivent étre interprétés avec
prudence et éviter au maximum ['anthropomorphisme. Elles sont souvent
contradictoires entre laboratoires, les effets observés variant en fonction des
conditions expérimentales (luminosité, caractéristiques de dimension et de géométrie
des plateformes utilisées, odeurs, conditions d'élevage des animaux...), des
traitements administrés, de la souche étudiée, du sexe et de I'dge des animaux
(Kudielka et al., 2009). De plus, la réponse émotionnelle implique le recrutement de
réseaux neuronaux spécifigues de la nature du stimulus aversif qui induit cette
réponse. Ainsi, [lutilisation de plusieurs modeles comportementaux semble
nécessaire afin d’évaluer avec plus de certitude I'état émotionnel de I'animal.
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Open field Elevated plus maze Light/dark box

Forced swim test Tail suspension test Learned helplessness

Figure 13 : Dispositifs des appareils expérimentaux classiquement utilisés pour évaluer les
comportements émotionnels chez le rongeur

D. Facteurs de variabilité de ’axe HPA

Des dysrégulations des réponses au stress prolongées dans le temps et
conduisant a une libération de glucocorticoides excessives ou au contraire
insuffisante, favorisent un grand nombre de troubles et de pathologies comme la
dépression, les désordres métaboliques entrainant I'obésité, ou encore des troubles
de la mémoire (Dallman et al., 2006; McEwen, 2007). Le sexe, le statut social, I'age,
'environnement et encore la génétique sont tout autant de facteurs conduisant a une
variabilité individuelle dans la vulnérabilité de la réactivité au stress de I'axe HPA
(Datson et al., 2008; Odermatt and Gumy, 2008; Kudielka et al., 2009; Lupien et al.,
2009). Nous détaillerons dans cette partie les effets du facteur sexe / genre ainsi que
certains facteurs génétiques sur la variabilité de I'activité de I'axe corticotrope.
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1) Le sexe et le genre

Selon le sexe et le genre de l'individu (appelé sexe sociale), la prévalence des
pathologies liées au stress n’est pas la méme. En effet, les hommes sont plus
sensibles a développer des pathologies comme les maladies cardio-vasculaires, les
infections ou les addictions face aux drogues d’abus. Les femmes sont plutdt sujettes
aux maladies auto-immunes, a développer des anxiétés, des phobies ou encore de
dépression (Kajantie and Phillips, 2006; Kudielka et al., 2009).

Ces différences liées au sexe et au genre peuvent s’expliquer d’'une part par
des différences morphologiques de structures cérébrales. Par exemple, des études
d'imagerie cérébrale d’IRMf ont mis en évidence une activation de I'amygdale
différente entre les hommes et les femmes selon la valence émotionnelle pergue lors
d’'une diffusion de clips vidéo présentant des visages heureux ou effrayants. En effet,
une valence émotionnelle négative (visages effrayants) entraine chez I'homme
comme chez la femme une plus forte activation de 'amygdale gauche. Par contre,
une valence émotionnelle positive (visages heureux) entraine une plus forte
activation de I'amygdale droite chez 'nomme alors que chez la femme I'activation
similaire des amygdales droite et gauche est observée (Cahill et al., 2001; Killgore
and Yurgelun-Todd, 2001).

Ces différences liées au sexe et au genre peuvent également s‘expliquer par
le dimorphisme sexuel bien connu et documenté de I'axe corticotrope en situation
basale mais surtout en réponse au stress. Les études chez 'Homme sont peu claires
et montrent des résultats plutdét divergents du fait de la difficulté a réaliser des
mesures « propres » de 'hnormone de stress. Cependant il a été observé que les
hommes et les femmes ne présentent pas la méme sensibilité face a un méme
stresseur. Des études rapportent que les hommes sont en effet plus sensibles aux
stress portant sur les performances alors que les femmes sont plus sensibles aux
stress liés aux conflits interpersonnels (Stroud et al., 2002; Otte et al., 2005). Par
ailleurs, des mesures de cortisol aprés un méme stress ont montré que les niveaux
de cortisol sont en général plus élevés chez les hommes, mais par contre durent plus
longtemps chez les femmes (Kirschbaum et al., 1999; Chopra et al., 2009). Chez le
rongeur de laboratoire, ou les mesures de corticostérone en réponse au stress sont

plus facilement contrdlées, il a été observé que les concentrations de corticostérone
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en condition basale ou en réponse au stress sont plus élevées chez les femelles
(Rhodes and Rubin, 1999). Par ailleurs, de nombreuses études indiquent que les
hormones stéroidiennes sexuelles favorisent ce dimorphisme. Les cestrogénes
notamment augmentent la sensibilité vis-a-vis de I'agent stresseur et la réponse au
stress de I'axe corticotrope (Patchev et al., 1995; Kajantie and Phillips, 2006) et la
testostérone, a l'inverse, diminue les réponses. En effet, il a été observé que des
femelles ovariectomisées répondent au stress comme les males et inversement pour
les méles castrés (Seale et al., 2004b; Seale et al., 2004a; Seale et al., 2005b).

D’un point de vie mécanistique, il a été montré chez le rat que les cestrogénes,
notamment la 17B-cestradiol (E2), diminuent l'action de rétrocontréle de l'axe
corticotrope par les glucocorticoides par un mécanisme dépendant des récepteurs a
aux cestrogenes situés dans les neurones paraventriculaire de I'’hypothalamus,
favorisant ainsi 'augmentation des concentrations plasmatiques de corticosterone
(Weiser and Handa, 2009).

Enfin, le stress chronique et I'élévation continue de glucocorticoides ont des
effets délétéres sur la plasticité cérébrale comme une atrophie des neurones
hippocampiques conduisant a des déficits cognitifs. Des études menées chez le rat
ont montré que cet effet délétére de stress chronique sur le remodelage cérébral est
plus important chez les méales que chez les femelles, qui semblent en étre protégées
grace a I'action des cestrogénes (Shors et al., 2001; Takuma et al., 2007; Dalla et al.,
2009; McEwen, 2010).

2) Facteurs génétiques de la variabilité de I'axe corticotrope

Comme nous l'avons vu dans la premiere partie de cette introduction il existe
une grande variabilité interspécifique et interindividuelle dans les réponses de stress
et par conséquent de lactivité et de la réactivité corticotrope. Ceci a pour
conséquence une vulnérabilité a développer des maladies liées au stress. Une partie
de cette variabilité a été démontrée d’origine génétique. De nombreuses études
menées chez ’THomme et chez 'animal se sont notamment largement intéressées a
la variabilité d’expression des génes des récepteurs MR et GR ainsi que leurs
polymorphismes dans la variabilité des réponses de stress et leurs impacts cliniques.

De nombreux modeles de souris transgéniques (knock-out, knock-in, inductibles

63



Introduction générale — L’ axe corticotrope et les glucocorticoides

et/ou tissus spécifiques) ont d’ailleurs été construits afin d’étudier les conséquences
fonctionnelles de leur variabilité d’expression ((Wust et al., 2004; Datson et al., 2008;
Erdmann et al., 2008) pour revues).

Une technique de génétique inverse : la cartographie génétique de locus de
traits quantitatifs ou QTL (quantitative traits locus), a permis de rechercher des génes
participant a cette variabilité génétique de I'axe corticotrope en réponse au stress. Le
principe de l'analyse QTL consiste a associer les valeurs phénotypiques d’un
caractere quantitatif a une ou plusieurs régions du génome a l'origine de la variabilité
observée. Cette technique permet de ne pas émettre d’hypothése de départ sur les
mécanismes biologiques et les genes impliqués, considérant l'intégralité des génes
comme candidat a la présence de QTL par un criblage du génome dans son entier.
Ainsi, cette approche présente I'avantage d’analyser les genes en cause de fagon
exhaustive et éventuellement, de dévoiler des génes non encore identifiés ou méme

dont on ne soupconnait pas l'influence sur le trait etudie.

e Exemple du géne codant pour la CBG

Dans les années 1990, le laboratoire de P. Morméde a mené une étude QTL
sur des porcelets issus d’'un croisement entre deux races ségrégeantes dans leurs
réponses comportementales et endocriniennes au stress. Il s’agissait de la race du
porc Large White, caractérisé par une cortisolémie basale et aprés stress ainsi
gu’une adiposité dites « normales » et un comportement actif. L'autre race de porc
appelée Meishan présente a l'inverse un trait hypercortisolémique, une adiposité
élevée ainsi qu’'un comportement plutét passif (Mormede et al., 1984; Desautes et
al., 1999). L'étude a été menée sur les porcelets de la population F2 de ce
croisement et a permis de mettre en évidence un locus situé sur le chromosome 7
expliqguant 20% de la variabilité des taux de cortisol apres stress (Desautes et al.,
2002).

L’équipe de MP. Moisan a poursuivi cette étude sur ce modele porcin. Par
cartographie comparée avec le génome humain, elle a observé que le géne codant
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pour la CBG se trouvait dans ce méme locus ainsi défini. Cette localisation a été
confirmée par la méthode de FISH (fluorescent in situ hybridation) a l'aide d’'une
sonde porcine contenant le gene Cbg ainsi que par l'utilisation d’hybrides de
radiation. Ce géne Cbg est alors devenu un trés bon géne candidat fonctionnel de la
variabilité génétique des réponses au stress.

Afin de confronter I'hypothése que le gene Cbg était bien le géne causal du
locus détecté par analyse génétique, la capacité de liaison de la CBG a ensuite été
mesurée chez les descendants F2 issus d’'un méme male. Puis par liaison génétique
il est apparu que cette capacité de liaison de la CBG était non seulement liée au
locus du chromosome 7 porcin mais ce de fagcon encore plus forte que le taux de
cortisol aprés stress. Ceci renforce I'hypothése d’un réle primaire de la CBG par

rapport aux variations de la cortisolémie.

L’analyse des propriétés biochimiques de la CBG chez les races parentales
montre que le porc Meishan a une capacité de liaison de la CBG trois fois plus
grande que le porc Large White, associée a une constante de dissociation de 40%
supérieure. Le taux de cortisol total est deux fois plus élevé et le taux de cortisol libre
1,85 fois plus éleve, résultats comparables aux données obtenues dans une étude
précédente (Desautes et al., 1999). La quantité d’hormone libre, active, est alors plus
importante chez le porc Meishan.

Par analyse statistique, les auteurs ont montré que le taux de CBG était
corrélé positivement au dépdt de gras et négativement a la teneur en muscle. Par
une nouvelle analyse de liaison génétique, une liaison a été révélée entre la région
du QTL contenant le géne de la CBG et le dépbt de gras, plus particulierement le

poids et I'épaisseur du gras dorsal.

L’ensemble des résultats obtenus par I'étude phénotypique et par I'analyse
moléculaire de la population F2 Meishan x Large White montrent donc que
'hypercortisolémie caractéristique de la race Meishan reste associée a
'accumulation de gras dans la population ségrégeante et que le gene Cbg est un
bon candidat comme source de \variabilité génétique responsable de
I'hypercortisolémie et des différences de la composition corporelle (Ousova et al.,
2004) ; Moisan, 2010).
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L'implication de la CBG dans la variabilité des taux de glucocorticoides en
réponse au stress a également été validée dans une autre étude d’association
indépendante. En 2006, une étude de QTL sur la réponse de I'axe corticotrope apres
un stress de contention a été menée sur une population F2 de rats issue d’un
croisement de rat Wistar Kyoto (WKY) avec le rat Fischer 344 (F344), souches
ségrégeantes dans leur réponse de corticosterone au stress. Chez les rats WKY, la
réponse en corticostérone suite au stress de contention est en effet beaucoup plus
faible que chez les rats F344 (Solberg et al., 2006). L’analyse génétique a elle aussi
mis en évidence un locus associé a la réponse en corticostérone dans lequel se
trouvait le géne de la Cbg. Chez les rats WKY, une mutation ponctuelle portant sur
le géne de la CBG a été identifiée. Celle-ci, déja étudiée dans un autre modéle,
entraine une substitution d’acides aminés ayant pour conséquence une affinité
réduite de la CBG pour les glucocorticoides (Smith and Hammond, 1991a).

L’ensemble de travaux de I'équipe, renforcé par ces travaux indépendants
menés sur une autre espece suggerent fortement que la CBG peut, en partie, étre a
l'origine de la variabilité des taux de glucocorticoides dans les réponses de stress.
Afin d’analyser les conséquences fonctionnelles des variations génétiques de la CBG
et d’étudier son impact sur les réponses au stress, I'équipe a développé un modeéle
original de souris Cbg « floxée » permettant d’obtenir un knock out (k.o.) total ou
tissu spécifiqgue du gene Cbg. Par croisement avec une souris CMV-Cre un k.o total
du géene Cbg a été obtenu et rétrocroisé sur plusieurs générations afin d’obtenir un
fond génétigue homogene C57BI/6. C’est ce modéle rongeur original, les souris
partiellement (Cbg+/-) ou totalement (Cbg-/-) déficientes en CBG, que jai étudié lors

de mon travail de thése.

Avant d’introduire les objectifs de mes travaux de these, une derniére partie
de cette introduction générale a été consacrée a la transcortine ou CBG.
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lll. La transcortine ou CBG

Comme je I'évoquais précédemment, la transcortine est une glycoprotéine
plasmatique, synthétisée par le foie, qui joue un réle dans le transport des
glucocorticoides. Chez I'Homme (Siiteri et al., 1982) comme chez le rongeur
(Hammond 1980) 80 a 90% des glucocorticoides circulent sous forme complexée
(donc inactive) a la CBG, 10% sous forme liée de maniére aspécifique a I'albumine et
5 a 10% sous forme libre. Seule la forme libre de I'hormone étant biologiquement
active (Mendel, 1989), la CBG est de ce fait un important régulateur de la
biodisponibilité des glucocorticoides dans le sang.

A. Structure et fonctions de la CBG

1) La CBG, un membre de la super famille des SERPINs

L’existence de la CBG est connue depuis 1956. Elle a été purifiée a la fin des
années 1960 par plusieurs groupes indépendants, a partir d’échantillons de sang
humain et de rat (Breuner and Orchinik, 2002). Plus récemment, le géne de la CBG,
appelé SerpinA6 en raison de la similarité de séquence avec d’autres SERPINs a été
cloné et caractérisé dans 20 espéces d’apres la base de donnée ENSEMBL

(www.ensembl.orq).

Le géne de la Cbg, composé de 5 exons, est localisé sur le bras long du
chromosome 14 humain, dans la région g32.1 et fait partie d’'un cluster de 11 génes
appartenant a la superfamille des SERPINs de classe A. Les SERPINs sont un
groupe de protéines hautement conservées capable d’inhiber les protéases
notamment les sérines protéases comme l'indique leur acronyme : SERine Protease
INhibitors and Substrates. Le géne de la CBG, SerpinA6, est probablement dérivé
d’'un ancétre commun avec les dix autres du cluster. Dailleurs, le sens de
transcription des génes SERPINs de ce cluster est inversé d’un sous ensemble a
'autre. Ceci suggere que ces génes dérivent d’'un ancétre commun par un processus
de duplication inversée (Zhao et al., 2007; Moisan, 2010).
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La structure primaire et la composition moléculaire de la CBG ont été révélées
en 1987 pour la premiére fois a partir de l'isolation d’'un ADNc de CBG humaine dans
le foie et le poumon par Hammond et ses collaborateurs (Hammond et al., 1987).
Ceci a permis de caractériser ce géne et sa localisation chromosomique chez
'Homme (Underhill and Hammond, 1989; Seralini et al., 1990b).

Son existence dans une large variété d’espéces et sa structure hautement
conservée supportent I'idée que la CBG joue un réle crucial dans la physiologie des
corticostéroides. La Figure 14 présente un arbre phylogénétique de la CBG.

64 cbg bottlenosed dolphin
9 17— cbg pig AF324155

72 - cbg alpaca
100 cbg cat
81

cbg little brown bat

37 chg horse
cbg gray mouse lemur

cbg philippine tarsier

52 58~ cbg rhesus monkey

100 _[ cbg chimpanzee
93 L cbg human

{ cbg rock hyrax
100 cbg elephant

L cbg guinea pig

cbg kangaroo rat

62 | — Cbg rat
100|—cbg mouse

cbg gray short tailed opossum

Figure 14 : Arbre phylogénétique de ’ADNc de la CBG dans 19 espéces.
Tiré de la revue (Moisan, 2010)
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Au niveau protéique, une forte homologie (supérieure a 30%) a été établie entre
la CBG et les 10 autres membres de la superfamille des SERPINs dont elle fait partie
au méme titre que la protéine de transport de la thyroxine, la TBG (thyroxine binding
globulin, 44% d’homologie) (Law et al., 2006). Cependant la CBG, comme la TBG, a
perdu cette propriété intrinséque d’activité inhibitrice de protéase, mais sert plutét de
substrat a une protéinase spécifigue comme ['élastase neutrophile. Le tableau 1
liste les 11 membres de la superfamille des SERPINs regroupés sur le cluster
chromosomique 14q32.1 (d’apres (Law et al., 2006).

. Locus - Homologie avec la
Nom de la protéine Nom commun chromasomique Role CBG
. . . Inhibe élastase
SerpinA1 ai-antitrypsin (ATT) 149321 neutrophile 43.2%
SerpinA2 Antitrypsin-related 14932.1 Probable pseudogéne > 30%
protein
SerpinA3 “1“"‘"“‘(::%'#')’"""5'" 14q32.1 Inhibe cathepsine G 44.7%
SermpinA4 Kallistatin (KAL) 149321 Inhibe kallikreine > 30%
. Protein C inhibitor Inhibe protéine C
SerpinAS (PCI) 149321 active > 30%
Corticosteroid s =
Serpin A6 binding globulin 149321 Non '“';:;';;'ﬁ’ e le > 30%
{CBG)
Serpin AG Centerin 149321 Inhibitrice > 30%
. Lie la protéine 7 et
SerpinA10 Protein Z-dependant 14932.1 inhibe les facteurs Xa >30%
proteinase inhibitor
et Xla
SerpinAll Non caractérisé 14q32.13 Non caractérisé
. . Adipocytokine
SerpinA12 Vaspin 149321 insulinc_sensible > 30%
SermpinA13 Non caractérisé 14q32 Non caractérisé

Tableau 1: Les 11 membres de la superfamille des SERPINs regroupés sur le cluster
chromosomique humain 14q32.1

2) Lieu de biosynthese de la CBG

Les hépatocytes sont le lieu de synthése principal de la CBG (Brien, 1981).
Aprés le clivage d’'un peptide signal de 22 acides aminés au niveau du réticulum
endoplasmique, le peptide de la CBG est sécrété dans le sang et circule, chez

'Homme, a des concentrations comprises entre 30 et 52 pg/mL (Torpy and Ho,
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2007). In vitro, la protéine est également produite et secrétée par les hépatocytes en
culture (Emptoz-Bonneton et al., 1997).

Malgré la prédominance de la synthese hépatique, la protéine a également
été détectée dans d’autres tissus comme les poumons, les reins et les testicules
(Hammond et al., 1987). Dans ces études, la protéine a étée détectée par
immunohistochimie, Western blot ou mesure de capacité de liaison. ARNm a été
détecté par Northern Blot, RT-PCR ou hybridation in situ.

Les reins représentent le site extrahépatique majoritaire de la synthese de la
CBG. Scrocchi et collegues ont montré, chez la souris nouveau-né, que les tubules
des reins sont le site principal de synthése de la CBG jusqu’au 10°™ jour aprés la
naissance, devant le foie. Cette expression est transitoire : elle atteint un pic a la
troisiéme semaine postnatale puis disparait (expression indétectable dés la 6°™
semaine). Il est cependant remarquable que les taux d’ARNm de la Cbg dans les
cellules des tubules contournés proximaux des néphrons juxtamedullaires, chez la
souris nouveau-né, atteignent des valeurs jamais atteintes par les hépatocytes
(Scrocchi et al.,, 1993a). Dans d’autres especes, chez les foetus, une expression
transitoire mais considérable a également été détectée dans le rein du Mouton
(Berdusco et al., 1995) et du Lapin (Seralini et al., 1990a) mais aussi dans le
pancréas de la Souris (Scrocchi et al., 1993b).

Au niveau cérébral, trés peu d’études ont été réalisées. Par des techniques
d'immunocytochimie et de biochimie, la protéine de la CBG a été observée dans les
cellules endocrines de I'hypophyse antérieure puis dans le fluide cérébrospinal chez
'Homme (De Moor et al., 1962; de Kloet et al., 1984). De plus, la présence d’ARNm
de CBG dans 'hypophyse a été montrée a la fois chez I'adulte (Perrot-Applanat et
al.,, 1984; Kuhn et al., 1986) et chez le feetus (Berdusco et al., 1995). Plus
recemment, la présence de CBG a été observée par immunohistochimie et
hybridation in situ dans les neurones magnocellulaires de I'hypothalamus de rat,
coexprimés avec la vasopressine et 'ocytocine. De plus, elle a été observées tout le
long des projections axonales de I'hypothalamus latéral, de I'éminence médiane et
de I'hypophyse postérieure (Mopert et al., 2006) et de maniére plus répandue dans
tout le cerveau de rat : hypothalamus latéral, région pré-optique, le noyau du lit de la

strie terminale, la zone périaqueducale du mésencéphale, le cervelet, ou encore les
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cellules de la corne dorsale de la moelle épiniere, suggérant alors un réle de la CBG
dans la modulation de la perception sensorielle (Jirikowski et al., 2007). A l'instar des
résultats obtenus chez le rat, des travaux du méme type ont été menés chez
'Homme ou il a également été démontré la présence de la CBG dans
I'hypothalamus, co-localisée avec la vasopressine et I'ocytocine (Sivukhina et al.,
2006). Il a été montré chez le rat, que la CBG ne peut pas traverser la barriére
hématoencéphalique (Pardridge et al., 1986). Ainsi, ces co-localisations avec la
vasopressine, qui agit en synergie avec le CRH pour stimuler la libération d’ACTH
puis de glucocorticoides, suggérent que la CBG jouerait un réle probable dans la
modulation fine de [lactivité de laxe HPA en délivrant spécifiquement les
glucocorticoides au niveau de I'hypothalamus riche en récepteurs MR et GR,
notamment lors du rétrocontréle (Mopert et al., 2006). Derniérement, il a également
été observé que les cellules gliales synthétisent et sécrétent de la CBG en présence
de glucocorticoides, certainement par un mécanisme non-génomique (Pusch et al.,
2009). Depuis que la CBG a été trouvée dans les cellules épendymaires du troisieme
ventricule de rat ou dans le plexus choroide chez 'Homme, deux types cellulaires
dérivés des astrocytes, I'hypothése a été formulée que les cellules gliales peuvent
étre la source de la CBG cérébrale. Il est a noté également que les cellules gliales
tumorales sont sensibles aux stéroides surrénaliens (Paoletti et al., 1990; Carroll et
al., 1995). Il est ainsi raisonnable de conclure que la présence de la CBG dans le
cerveau témoignerait d’'un réle important dans la régulation de la biodisponibilité
intracellulaires et extracellulaires des glucocorticoides dans le cerveau (Pusch et al.,
2009; Henley and Lightman, 2011).

3) Structure de la CBG

La forte homologie de séquence notamment avec AAT et ACT (cf. Tableau 1,
(Lin et al., 2010b)) suggere que la CBG est un substrat d’'une protéase (Hammond et
al., 1987). Les SERPINs présentent une structure en boucle de 30 a 40 acides
aminés a I'extrémité C-terminale en surface de la protéine, comme la CBG, et c’est
cette région qui est susceptible d’étre clivée par une protéinase spécifique (Potempa
et al., 1994). En effet, il a été démontré dans une étude in vitro que I'elastase des

cellules neutrophiles clive spécifiquement la CBG. Ce clivage entraine alors un
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changement conformationnel important faisant passer la protéine dans une forme
native « stressée » (Kd = 1,6 102 M) & une forme « relachée » (Kd = 1,4 10° M™).
Cette forme clivée de la CBG (374 a 408 acides aminés selon les espéces) présente
une affinité dix fois plus faible pour les glucocorticoides entrainant alors une
libération de 80% des glucocorticoides liés a la CBG (Pemberton et al.,, 1988;
Hammond et al., 1990).

Ce n’est que tres récemment que la structure cristallographique de la CBG a
été observée. Des travaux de cristallographie a haute résolution ont permis de mettre
en évidence le détail mécanistique sur la facon dont la CBG libere son ligand
stéroidien apres clivage protéolytique et son réarrangement conformationnel (Klieber
et al., 2007; Lin et al., 2010b). Brievement, lorsque le glucocorticoide se lie a la CBG
sur son site de liaison, la molécule prend alors une conformation en S typique de la
forme native stressée des SERPIN. Dans cette conformation, la structure en boucle
évoquée ultérieurement et appelée boucle réactive centrale (RCL) est completement
exposée. C’est cette boucle qui est clivée par les activités protéolytiques et qui en
s’insérant au centre de la molécule entraine un changement conformationnel de la

CBG en une structure relachée R (Figure 15).

Structure native de la CBG Structure relachée, inactive de la CBG
Conformation S Conformation R
Liaison possible aux glucocorticoides Liaison impossible aux glucocorticoides

2

Figure 15 : Changement conformationnel de la CBG suite au clivage protéolytique.

Tiré de (Lin et al., 2010a)
RCL : reactive center loop, boucle réactive centrale qui s’internalise aprés clivage par les protéases
rendant ainsi la CBG inactive.
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Le clivage de la CBG par les élastases neutrophiles conduit a une destruction
irreversible du site de liaison des stéroides. Cette observation a été notamment faite
au niveau de sites inflammatoires ou il se produit une attaque protéolytique du
complexe circulant CBG-glucocorticoides. Celui-ci est en effet clivé localement par
les sérines protéases, conduisant a une augmentation locale de la concentration de
stéroides libres sur le site inflammatoire. C’est ainsi que la CBG a d’abord été vu
comme un transporteur spécifique des stéroides anti-inflammatoires au site
d’'inflammation (Hammond et al., 1990; Hammond et al., 1991). Plus tard, il a été
observé que lors du développement embryonnaire de la souris une augmentation de
I'expression de la CBG extra-hépatique et plus précisément dans le rein coincidait
avec le remodelage tissulaire du rein associée a une activité protéolytique locale
(Scrocchi et al., 1993a; Scrocchi et al., 1993Db).

4) Glycosylation

La glycosylation est une modification classique des protéines chez les
eucaryotes. Elle ajoute un nouveau niveau de complexité structurale qui peut
influencer la biosynthése, la sécrétion et l'activité biologique de la protéine. Une
glycoprotéine typique contient une ou plusieurs chaines de glucides liées a des
résidus asparagines par des liaisons N-glycosidiques.

La CBG n’échappe pas a cette regle. La glycosylation de la CBG, comme
toutes les glycoprotéines, s’effectue dans le RE grace aux enzymes situées du coté
luminal de la membrane du RE, pour donner une protéine riche en mannose. Les
oligosaccharides, une fois liés a la protéine, sont rapidement modifiés. L’élagage est
amorcé dans le RE (un mannose et trois glucoses sont enlevés de la plupart des
glycoprotéines) et poursuivi dans I'appareil de Golgi (soustraction de plusieurs
mannoses). De plus, au niveau de I'appareil de Golgi, quelques oses peuvent étre
ajoutés.

Chez les Vertébrés, les fractions glucidiques de la CBG représentent entre 20
et 30% de la masse moléculaire. La composition en sucre est caractéristique de
l'espéce et peut varier au cours de différentes situations physiologiques afin de
modifier les propriétés de la protéine (par exemple : modification de la demi-vie de la
CBG, de sa clairance ou encore de sa capacité de liaison (Seralini et al., 1989;
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Berdusco et al., 1993; Mitchell et al., 2004). C’est le cas pendant le développement
foetal, au cours de la grossesse et de certaines maladies (Avvakumov, 1995).

L’analyse de la CBG révele que pour une mole de glycoprotéine provenant de
plasma humain on observe cing moles doligosaccharides du type N-
acétyllactosamine bi et tri-antennaires (ratio 3 :2) (Avvakumov et al., 1993). Dans la
séquence de la CBG humaine, six sites consensus de N-glycosylation ont été
déterminés (Hammond et al. 1987). Le rble des N-glycosylations n’est pas clairement
défini. Cependant il apparait que le bon déroulement des glycosylations est essentiel
au bon repliement de la protéine qui permet alors I'acquisition d’'une conformation
active de la CBG et du site de liaison aux glucocorticoides (Avvakumov et al., 1993;
Avvakumov, 1995). En effet, si la premiére étape de glycosylation sur le réticulum
endoplasmique est bloqué, la CBG sécrétée ne se lie plus aux glucocorticoides
(Ghose-Dastidar et al., 1991).

De plus, pour diriger certaines protéines vers les organites cibles, les
organismes eucaryotes utilisent I'addition post-traductionnelle de polyosides liés par
une liaison N-glycosidique. L'utilisation de variant de la CBG pour les différents sites
de glycosylation a permis de metire en évidence que l'absence des chaines
glucidiques entraine une sécrétion réduite de CBG (Avvakumov et al., 1993;
Avvakumov, 1995; Larsen et al., 1999). Ainsi, la glycosylation semble jouer un rble
important dans la compartimentation intracellulaire (Seralini et al., 1989) et la
sécrétion de la CBG. D’autre part, les groupes glycosidiques peuvent stabiliser la
conformation de la protéine et protéger la CBG contre la protéolyse.

5) Clairance de la CBG

La clairance métabolique de la CBG est la constante qui caractérise le volume
de plasma épuré de CBG par unité de temps. La CBG circulante est dégradée
progressivement. La vitesse d’élimination de la CBG dépend essentiellement des

niveaux de glycosylation de la protéine et de I'activité des neuraminidases.

La clairance métabolique est caractéristigue de l'espéce. En effet, si I'on
injecte par voie intraveineuse de la CBG de Rat et de la CBG humaine chez le Rat,
les demi-vies des deux types de CBG varient : la demi-vie de la CBG de Rat est cinqg
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fois plus grande que celle de la CBG humaine (Hossner and Billiar, 1981). Les
auteurs concluent que l'espéce assure une spécificité de la demi-vie de la
glycoprotéine via les neuraminidases endogénes. Chez 'Homme, la demi-vie de la
CBG est de cing jours (Brien, 1981) ce qui est largement supérieur a celles
rapportées dans les autres espéces : environ 13h chez le Mouton (Berdusco et al.,
1993), 14,5h chez le Rat (Smith and Hammond, 1991b) et aux alentours de 13h chez
le Lapin (Seralini et al., 1989).

Certaines variations des concentrations plasmatiques de la CBG ont parfois
été expliquées par des changements de sa clairance métabolique. Un exemple
significatif nous est donné par I'expérience de Smith et Hammond chez les rats
matures et immatures. Chez le rat nouveau-né, le taux plasmatique de CBG est
relativement bas. Les taux plasmatiques atteignent les valeurs d’'un animal adulte a
partir de la 6°™® semaine apres la naissance alors que les taux d’ARNm de Cbg
hépatique sont équivalents a ceux d’un animal mature dés la 3°™ semaine. Les
auteurs ont montré que c’est une variation de la clairance métabolique qui est a
l'origine de ce décalage. En effet, chez le rat immature, la clairance métabolique est
de 6,9h contre 14,5h chez I'animal mature. La variation de la clairance métabolique
n’est pas imputable a une différence de composition en acides aminés : la protéine
CBG est la méme quel que soit 'age de I'animal. Une activité élevée des sérines
protéinases dans le sang du nouveau-né constitue une explication possible ainsi
gu’une différence de glycosylation (Smith and Hammond, 1991b).

6) Propriétés moléculaires

La CBG mature est une glycoprotéine monomérique de 50-60kDa
(Hammond, 1990). Son point isoélectrique est acide. La CBG circule sous forme
monomeérique, a I'exception de la CBG des primates du Nouveau Monde qui circule
sous forme de dimére avec deux sous unités de 55kDa chacune (Hammond et al.,
1994).

De nombreuses publications font état d’'un doublet protéique lors de la migration
de la CBG purifiée sur gel de polyacrylamide dénaturant : une forme courte et une
forme longue sont alors visualisées. Ce doublet électrophorétique a été mis en
évidence au cours de différentes recherches indépendantes chez plusieurs espéces :
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chez ’'Homme (Mickelson et al., 1982; Kato et al., 1988), le Rat (Wolf et al., 1981; Ali
and Bassett, 1995), le Lapin (Chader et al., 1972), le Cochon d’Inde (Kato et al.,
1988) et le Porc (Roberts et al., 2003).

7) Propriétés de liaison

La CBG se lie avec une trés forte affinité (de I'ordre de 10® M & 37°C, avec
une variation de un a deux ordres de grandeur suivant I'espece considérée) aux
hormones glucocorticoides (cortisol, corticostérone) (Breuner and Orchinik, 2002)
mais également et pour de nombreuses espéeces a la progestérone (Pugeat et al.,
1981). Elle ne comprend qu’un seul site de liaison par molécule (Mickelson et al.,
1981). La comparaison phylogénétique de la CBG montre que [laffinité et la
spécificité du site de liaison pour les stéroides varient entre les espéces. Cependant,
quelle que soit I'espéce, la CBG se lie préférentiellement avec le glucocorticoide le
plus actif de I'espéce (Hammond et al., 1991). Ainsi, chez 'lHomme et le porc, la
CBG se lie au cortisol alors que chez la souris et le rat ainsi que chez la volaille, elle

se lie a la corticostérone.

Son affinité pour les stéroides de synthése dépend de la molécule considérée.
Chez 'Homme, la prednisolone se lie a la CBG avec une affinité comparable a celle
du cortisol alors que la dexaméthasone ne se lie pas a la CBG (Dunn et al., 1981;
Pugeat et al., 1981). Son affinité pour les cestrogenes est trés faible (Dunn et al.,
1981). Il faut noter que les capacités de liaison de la CBG pour certaines substances
varient en fonction de l'avancement de la grossesse chez les femmes. Dans
quelques espeéces, la CBG se lie avec une forte affinité a la testostérone (Siiteri et al.,
1982). On peut imaginer que dans les tissus des organes reproducteurs, la grande
concentration de progestérone et de testostérone entre en compétition avec les taux
de glucocorticoides pour la liaison a la CBG.
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8) La dynamique de liaison aux glucocorticoides : un mécanisme

thermosensible

La dynamique de liaison aux glucocorticoides est critique et peut déterminer le
niveau tissulaire de corticostéroides libres. Or, les niveaux de glucocorticoides
varient rapidement puisqu’ils sont sécrétés de maniere pulsatile en suivant un rythme
ultradien. Une question a alors été posée : puisque la CBG ne peut lier qu’une seule
hormone, est ce que celle-ci n'est pas saturée au pic ultradien ? Ou plus largement
quelle est la dynamique de liaison des glucocorticoides a la CBG (Cameron et al.,
2010). Comme évoqué plus haut, le mouvement de « flip-flop » de la boucle réactive
centrale de la CBG qui permet de lier et de libérer 'lhormone est, comme pour toutes
les Serpins, sensible a la température. Il a ainsi été suggéré que la CBG est une
protéine thermosensible (Beauchamp et al., 1998; Zhou et al., 2008). Cette propriété
permettrait de moduler l'affinité de liaison avec les glucocorticoides et expliquerait
aussi la variabilité de liaison des glucocorticoides a la CBG pour différentes
températures (Mickelson et al., 1981).

Une étude tres récente menée dans le groupe de S. Lightman, a étudié I'effet
de la température (32°C, 37°C, 42°C) sur la liaison CBG-cortisol, combiné a I'effet de
concentrations croissantes de cortisol plasmatique sur la saturation de la CBG. Pour
cela, les fractions de cortisol libre, reflet des niveaux de CBG (Lewis et al., 2005), ont
été mesurées aprés le traitement dans le plasma humain (Henley and Lightman,
2011). Les résultats, présentés figure 16, montrent qu’a 37°C, température
physiologique, la fraction libre est stable pour des concentrations de cortisol
comprises entre des valeurs basales jusqu'a 400nmol/L. C’est a partir d’'une
concentration de cortisol de 600nmol/L que cette fraction libre augmente
successivement avec la concentration. Ceci témoigne d’une saturation de la CBG
(lalbumine n’étant pas sensible aux effets de la température et de la concentration
de cortisol) a partir d’'une concentration de cortisol total plasmatique de 500 a
600nmol/L, comme ultérieurement observé (Ballard, 1979). Les fractions de cortisol
libre sont également modulées par la température, modifiant alors le niveau de
saturation de la CBG. De hautes températures (42°C) augmentent la fraction libre de
cortisol, suggérant ainsi que la liaison du cortisol a la CBG est ponctuellement

diminuée par une température élevée. Il a d’ailleurs été montré que la liaison CBG-
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Cortisol augmente avec la baisse de la température (Burton and Westphal, 1972),

comme observé dans cette étude a 32°C.

Cette observation suggeére qu’en effet, la CBG agit comme une protéine
thermosensible qui permet de délivrer ponctuellement et localement le cortisol
comme par exemple dans le cas de la fievre, de I'inflammation ou de I'exposition a

des sources externes de chaleurs (Cameron et al., 2010).

Basal 400 nM 600 nM 800 nM 1500 nM

32°C 9.0 10.2 NS 15.6™" 22.8™ 34.5™
37 °C 111 12.8 NS 17.6** 25.3* 36.2**
42°C 16.9 19.6* 24.8* 29.3* 38.5*"

Les comparaisons ont été faites avec la colonne de gauche adjacente
NS: Non significatif, * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001

20.0 -

% Free contisol

10.0 -

0.0
Basal 400 600 800 1 500

Total cortisol concentration (nmol/L)

[ ] Plasma chauffé 30min a 32°C
[ Piasma chauffé 30min a 37°C
B riasma chauffé 30min a 42°C

Fiqure 16 : Effet de la température sur la liaison CBG-cortisol dans le plasma humain.

Tiré de (Henley and Lightman, 2011)

Mesure de la fraction plasmatique de cortisol libre par ultrafiltration.

La concentration basale de cortisol total est de 230nmol/L, la CBG est de 49,9 mg/L et d’albumine qui
n’est pas sensible aux variations de température est de 35,6 g/L.
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9) Interaction de la CBG avec les membranes cellulaires

Nous avons évoqué la présence intracellulaire de CBG au sein de tissus
cibles des glucocorticoides, hors du foie, leur principal lieu de synthese. Plusieurs
hypothéses ont été formulées sur cette présence de la CBG extrahépatique comme
une synthese de novo de la protéine ou une internalisation de la CBG plasmatique.
Certaines études se sont alors focalisées sur la recherche dun récepteur

membranaire de la CBG expliquant alors l'internalisation de celle-ci.

Chez 'Homme, il a été observé que la CBG se lie a la membrane des cellules
du foie (Strel'chyonok and Avvakumov, 1983), de la prostate (Hryb et al., 1986), de
'endometre et du syncytiotrophoblaste (Krupenko et al., 1991). Chez le Singe
rhésus, Hryb et collégues ont mis en évidence une liaison entre la CBG et les
membranes des cellules de rein, de rate, de foie et d’utérus (Hryb et al., 1986). Chez
le Rat, les tissus impliqués sont la rate, le rein, 'endometre et le foie (Maitra et al.,
1993). Maitra et collegues ont observé, chez le Rat, une liaison de la CBG a la
membrane uniquement si la CBG est « libre », non liée aux glucocorticoides (Maitra
et al., 1993). Strel’chyonok et collegues montrent au contraire, que la liaison de la
CBG a une hormone stéroidienne ne modifie pas la mise en place du complexe
CBG-membrane (Strel'chyonok and Avvakumov, 1991). Cependant, les
expérimentations de cette équipe ont été réalisées a 4°C alors que celles de Maitra,
a 37°C. Cette différence de température peut expliquer les divergences de résultats
puisque, nous l'avons vu, la CBG est thermosensible.

Malgré cette découverte d’'une liaison de la CBG a la membrane, a ce jour
aucun récepteur membranaire a la CBG n’a pu étre isolé. Cependant, trois
hypotheéses ont émergé quant au rdle potentiel d’'un récepteur a la CBG (Gagliardi et
al., 2010). La premiere hypothése sous-entend une fonction intracellulaire de la
CBG. Le récepteur membranaire permettrait alors I'entrée de la CBG dans la cellule
(Rosner, 1990; Rosner et al., 2010). La deuxiéme hypothése tend a montrer que le
récepteur serait une voie d’internalisation du complexe CBG-glucocorticoides et
permettrait un meilleur contréle de la distribution des glucocorticoides dans certains
tissus, notamment dans les régions peu vascularisées (Rosner, 1990; Hammond,
1995). Une fois a l'intérieur de la cellule, la CBG pourrait libérer le glucocorticoide

actif : il s’agit d’'un transport actif des glucocorticoides en comparaison avec le
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transport classique par diffusion a travers les capillaires ou les membranes cellulaires
(Hryb et al., 1986). La derniere hypothese consiste a considérer la CBG comme une
pro-hormone capable d’activer un systéme de second messager. La CBG libre (mais
pas la liée) se lie aux récepteurs en surface des cellules. Une fois fixée, un
glucocorticoide se lie au complexe récepteur — CBG. Ceci entraine 'augmentation
d’adénylate cyclase et d’AMPc (adénosine monophosphate cyclique) en quelques
minutes ce qui préfigure d’une action non transcriptionnelle des glucocorticoides. Les
AMPc pourront alors a leur tour stimuler ou inhiber d’autres systemes biologiques
(Maitra et al., 1993).

B. Variabilité du taux de CBG

Nous 'avons évoqué, la CBG lie principalement les glucocorticoides et permet
ainsi de réguler le transport et la biodisponibilité de ceux-ci. Les taux de CBG
plasmatique résultent de I'équilibre entre sa biosynthese par les hépatocytes et sa
clairance métabolique. Ainsi tout facteur ayant une influence sur I'un ou l'autre de
ces parametres est susceptible de modifier les concentrations plasmatiques de la
CBG ou de modifier son activité, par exemple, en modulant I'efficacité de liaison du
complexe CBG-glucocorticoides. Ces variabilités des taux de CBG sont observées
au niveau physiologique et peuvent aussi avoir des conséquences pathologiques.
Cette partie s’attache ainsi a présenter ces facteurs modifiant les taux de CBG ou
ses propriétés intrinséques et les conséquences de cette variabilité de la CBG.

1) Variabilité physiologique de la CBG

L’age, la croissance et le développement, linfluence hormonale (hormones
thyroidiennes, Vitamine A, Vitamine D, ou encore cytokines), le stress, mais aussi le
sexe et la gestation sont tout autant de facteurs capables de moduler les niveaux
plasmatiques de la CBG (Kudielka et al., 2009). Nous allons ici faire un point sur
l'influence de certains de ces facteurs sur la variabilité physiologique de la CBG en
commencgant par le dimorphisme sexuel et linfluence des hormones sexuelles,

facteurs qui m’ont fortement intéressée lors de ma these.
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a) Dimorphisme sexuel

Chez 'Homme, peu d’études font état d’'une claire différence des taux de CBG
plasmatique entre les 2 sexes. Ceci s’explique par le fait que la comparaison de ces
mesures est difficile puisque divers facteurs sont capables de moduler les taux de
CBG et gu’ils ne sont pas forcément contrbélés chez ’'Homme. De plus, la mesure de
la CBG n’est pas systématique. Toutefois, les études menées sur des cohortes
humaines qui ont rapporté des différences statistiques entre les deux sexes, vont
toujours dans le sens de taux plasmatiques de CBG plus élevés chez la femme
(Lewis et al., 2004; Fernandez-Real et al., 2005). De méme, l'observation de
variations des taux plasmatiques de CBG au cours du cycle menstruel chez la
femme n’est pas évidente. Certaines études ont rapporté que les taux de CBG
plasmatique sont statistiguement plus élevés durant la phase lutéale que durant la
phase pré-folliculaire (Angeli et al., 1978) Kudielka and Kirschbaum, 2005), pour
d’autres ces variations existent mais ne sont pas significatives (Moore et al., 1978;
Brien, 1981).

Chez 'animal, ces mesures de CBG entre méles et femelles sont plus simples du
fait d’'un meilleur contréle environnemental. Il a été mis en évidence qu’en effet les
taux de CBG sont plus élevés chez les femelles. Une étude menée chez le rat
montre une différence d’'un facteur 2 entre les deux sexes (Jansson et al., 1989) et
cette différence est retrouvée chez la souris. De plus, différentes souches de souris
ont été testées et quel qu’elles soient, ce dimorphisme sexuel est toujours retrouvé
(Faict et al., 1986; Jones et al., 1998).

Les hormones stéroidiennes sexuelles semblent étre fortement impliquées dans
ce dimorphisme. Les cestrogénes notamment stimulent positivement les niveaux de
CBG dans le plasma, via un mécanisme dépendant des récepteurs a aux
cestrogénes (Nader et al., 2006). En effet, il a été observé chez la femme que la prise
de contraceptifs cestrogéniques, augmente de maniere dose dépendante les taux de
CBG (Moore et al., 1978; Wiegratz et al., 2003; White et al., 2006; Qureshi et al.,
2007). De ce fait, il a été suggéré que la CBG pouvait étre un marqueur quantitatif et
un contréle des niveaux d’cestrogénes circulants. Chez le rongeur de laboratoire,
cette observation a également été faite. En effet, il a été observé que les taux de

CBG chez le rat femelle étaient 2,5 fois supérieurs a ceux des males, seulement
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dans le cas ou l'animal est mature. Ce dimorphisme sexuel n'est en effet pas
observé chez le rat immature. De plus, il a aussi été montré que I'administration
d'cestrogenes chez le rat castré augmente les niveaux de CBG quand

'administration d’androgéne les diminue (Mataradze et al., 1992).

b) Cas de la gestation / grossesse

Compte tenu de l'influence des hormones sexuelles stéroidiennes sur les taux de
CBG, il n’est pas étonnant d’observer une variation des niveaux de CBG au cours de
la gestation. En effet, il a été observé chez 'Homme et dans de nombreuses espéces
que la CBG augmente jusqu’en milieu de gestation (de 50 a 70%) avant de diminuer

progressivement jusqu’a la parturition.

Chez la femme, pendant la grossesse, les taux de CBG augmentent
visiblement & partir de la 9°™ semaine d’aménorrhée, puis augmentent encore
jusqu’au sixieme mois en parallele a 'augmentation des niveaux d’cestrogenes.
Durant le dernier trimestre de grossesse, les taux de CBG restent stables. Il est a
noter que la teneur maximale en CBG plasmatique pendant la grossesse est de deux
a trois fois supérieure a la valeur basale (Abou-Samra et al., 1984). De plus, ces
augmentations protéiques de la CBG correlent a 'augmentation des niveaux d’ARNm
de CBG plasmatique. Apres l'accouchement, les niveaux de CBG tombent
brusquement favorisant ainsi une forte augmentation des niveaux de cortisol libre
(Ho et al.,, 2007), puis les taux de CBG reviennent rapidement aux valeurs
plasmatiques basales en une semaine (De Moor et al., 1966). Ces données sont en
accord avec les valeurs mesurées chez les primates non humains (Pepe et al.,
1996), le rat (Hammond et al., 1991), le lapin (Seralini et al., 1990a), la souris
(Scrocchi et al., 1993a; Scrocchi et al., 1993b) ou encore le mouton (Berdusco et al.,

1995).

Cette hausse des taux de CBG durant la gestation semble étre consécutive a
laugmentation des niveaux de glucocorticoides plasmatiques également observée
lors de cette période, de méme qu’une augmentation des niveaux d’ACTH et de CRH
(McLean et al., 1995; de Weerth and Buitelaar, 2005). Le réle de la CBG serait alors
de protéger le foetus d’une trop forte exposition aux glucocorticoides libres pendant
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cette période, tout en permettant de constituer un réservoir de glucocorticoide
plasmatique plus important qu’en situation « normale » favorisant ainsi une action

anti-inflammatoire, immunitaire ou encore développementale des glucocorticoides.

c) Variation circadienne

Nous I'avons vu, les concentrations de glucocorticoides dans le sang ne sont pas
statiques mais présentent un rythme circadien bien décrit. En paralléle de celui des
glucocorticoides, il a aussi été observé un rythme circadien de la CBG dans plusieurs
especes vertébrees : 'Homme (Frairia et al., 1988), le rat (Meaney et al., 1992), la
souris (Ottenweller et al., 1979), ou encore les oiseaux (Lynn et al., 2003).

Chez le Rat, il a été mis en évidence que la variation circadienne du taux de
CBG est en relation étroite avec les variations circadienne des glucocorticoides.
Chez des femelles rat Sprague Dawley, il a été montré que les concentrations de
CBG les plus élevées apparaissent en début de phase nocturne, donc lors du pic
circadien. La concentration plasmatique diminue alors jusqu’a atteindre un nadir en
début de phase diurne. Ces études montrent ainsi que la concentration de CBG
reflete les variations circadiennes des taux de glucocorticoides. Cependant,
'amplitude des variations du taux de CBG est bien moins importante que celles des
taux de corticostérone : la concentration de CBG est multipliée de 1,4 a 1,6 entre la
phase diurne et la phase nocturne alors que la concentration de corticostérone est
multipliée par 13 (D'Agostino et al., 1982; Hsu and Kuhn, 1988; Meaney et al., 1992).
Il en résulte ainsi une légere hausse du taux de corticostérone libre lors du pic

circadien.

Afin d’étudier l'influence des glucocorticoides sur la mise en place de ce cycle,
un groupe de rats a été surrénalectomisé. Il a tout d’abord été observé que cette
surrénalectomie entraine la disparition des variations cycliques des taux de CBG. De
plus, lorsque la surrénalectomie est complémentée par une administration en continu
de corticostérone (par voie orale), aucune variation du taux de CBG n’est observée.
En revanche, si la complémentation est administrée de maniére discontinue, la
concentration de CBG diminue parallelement a la diminution des glucocorticoides
(Hsu and Kuhn, 1988).
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Par ailleurs, les études concernant les variations circadiennes du taux de CBG
chez ’THomme montrent des résultats discordants. En effet, quand certains auteurs
n’observent aucune variation du taux de CBG au cours de la journée (De Moor et al.,
1962), d’autres décrivent des variations mais de nature et de rythmicités différentes.
Ainsi, la chute du taux de CBG plasmatique a été mesurée entre 3h et 9h du matin
(Doe et al., 1964), a 4h (Angeli et al., 1978) ou encore a minuit (Deuschle et al.,
1996). Cette discordance de résultats peut s’expliquer par le fait que les mesures du
taux de CBG n’ont pas été faites de maniére similaire : la fréquence ainsi que les
heures de préléevements sanguins ne sont pas les mémes. Cependant, tous les
auteurs démontrant I'existence d’'une rythmicité circadienne s’accordent sur le fait
que les valeurs maximales de CBG sont atteintes lors de la phase d’activité
comportementale (phase diurne) et les valeurs minimales lors de la phase d’inactivité
(phase nocturne).

d) Variabilité de la CBG en réponse au stress

Une réponse a un stress aigu est suivie d'une élévation des niveaux de
glucocorticoides. Cependant, la plupart des études menées chez 'lHomme comme
chez l'animal, évalue l'impact « biologique » du stress par une mesure de la
concentration de glucocorticoide totale. Or, une mesure de 'hormone libre s’avére
étre plus appropriée a cette évaluation du stress puisque c’est cette fraction de
’'hormone qui est biologiquement active. Certaines études ont réalisées des mesures
paralléles de concentrations de glucocorticoides totale, libre ainsi que de CBG
témoignant de I'importance de cette prise de conscience.

Aprés un stress aigu, il a été montré une relation négative entre les taux de
glucocorticoides et les taux de CBG, notamment dans une étude récente menée
chez le porc. Dans le plasma, la CBG, le cortisol total et le cortisol libre ont été
mesuré 1 heure aprés une injection systémique d’ACTH (mimant un stress
physiologique), toutes les 15 minutes et pendant 5 heures. Les auteurs ont mis en
évidence que cette injection systémique d’ACTH conduit a une élévation de cortisol

total et libre, mais a une diminution de CBG plasmatique. A l'inverse une injection de

84



Introduction générale — La transcortine

dexaméthasone, agoniste des récepteurs GR, induit une diminution des taux de
cortisol total et libre et une augmentation des niveaux de CBG (Adcock et al., 2007).

Une étude conduite par Breuner et collaborateurs, et menée chez le moineau,
a fortement mis en avant le r6le potentiel de la CBG dans la modulation de la
réponse au stress. Des mesures de corticostérone totale en condition basale et
apres stress ont été réalisées sur cing souches de moineau présentant une réactivité
comportementale différente face au stress. Celles-ci se sont révélées étre
homogénes entre ces souches de moineaux. Pourtant, la mesure des taux de CBG
plasmatigue a montré une grande variabilité selon les souches considérées,
conduisant par conséquent a une grande variabilité des taux de glucocorticoides
libres. Ainsi, ces différences, importantes sur le plan fonctionnel, auraient été
masquées sans ces mesures de CBG et d’hormone libre mettant alors en avant un
role potentiel de la CBG dans la modulation de la réponse au stress (Breuner and
Hahn, 2003). Rappelons le travail de (Qian et al., 2011), présenté dans la partie Il. A
6) de cette introduction, qui met en évidence un délai entre le pic de corticostérone
totale et libre apres stress causé par une rapide libération dans le plasma, par le foie,
de CBG, permettant dans un premier temps d’augmenter la réserve plasmatique de
corticostérone (corticostérone totale) pour permettre ensuite, une fois la CBG saturée
(Gayrard et al.,, 1996; Henley and Lightman, 2011), d’augmenter les niveaux de

corticosterone libre.

Enfin, une étude conduite chez 'Homme a montré que les réponses de
cortisol et ’ACTH a un stress psychosocial peuvent étre modulées par les niveaux
de CBG. En effet, une femme sous contraceptif, donc présentant des niveaux
sanguins de CBG plus élevés (cf. partie Ill. B 1) a)), présente des niveaux de cortisol
salivaire (libre) plus faible et des niveaux de cortisol total plasmatique plus élevés
aprés un stress psychosocial tel que le TSST (trier social stress test). Chez ces
femmes, la CBG est donc négativement associée a 'ACTH et le cortisol libre en
réponse a ce stress TSST. Cependant, chez 'homme (présentant donc des niveaux
de CBG «normaux », du moins plus faibles que ceux de ces femmes) une
association positive cette fois est retrouvée entre ces mémes parameétres. Cette
étude démontre ainsi un réle de la CBG dans la régulation des réponses des acteurs
de I'axe corticotrope en réponse au stress ou a des stimulations pharmacologiques
(Kumsta et al., 2007).
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e) Pathologies associées a des niveaux altérés de CBG

Il a été observé que les niveaux de CBG baissent de 50% lors d’affections
critiques comme dans le cas de bridlures importantes, un multi traumatisme, aprés
une chirurgie cardiaque, les cirrhoses, ou encore lors de chocs septiques. Cette
observation est concomitante avec une élévation de niveau de cortisol libre (Savu et
al., 1981; Pugeat et al., 1989; Tinnikov et al., 1996; Bernier et al., 1998; Ho et al.,
2006).

Dans le cas de brQlure, il a été proposé que la baisse de CBG soit causée par
I'action de I'interleukine de type 6 (1I-6). En effet, les niveaux d’ll-6 sont négativement
corrélés a ceux de la CBG apres la brdlure. L’ll-6 a été présentée dans une étude de
cohorte humaine, comme le meilleur prédicteur des concentrations de CBG (Bernier
et al., 1998). Dans une étude in vitro conduite sur des cellules humaines Hep G2, il a
été observé que I'll-6 induit une inhibition dose-dépendante de la CBG (Bartalena et
al., 1993; Emptoz-Bonneton et al., 1997). De plus, chez 'Homme, l'injection d’'une
dose |I-6 par voie intraveineuse diminue de moitié les niveaux de CBG de 24 a 48
heures apres linjection (Tsigos et al., 1998). Dans le cas du choc septique, une
augmentation de la clairance de la CBG, une augmentation de la dégradation de la
CBG par l'elastase ou la recapture cellulaire ont été proposés pour expliquer cette
chute des taux de CBG (Pugeat et al., 1989; Hammond, 1990). Ainsi, lors d’un stress
physique extréme, cette importante chute de CBG permettrait d’exagérer et
d’intensifier la réponse du cortisol libre et d’augmenter la délivrance de cortisol aux
niveaux de tissus cibles (Gagliardi et al., 2010).

La diminution des niveaux de CBG peut également étre observée lors d’'un excés
de glucocorticoides. Chez les patients atteints du syndrome de Cushing, maladie
caractérisée par une hypercortisolémie, on observe une diminution des taux
plasmatiques de CBG avec une augmentation des taux de cortisol libre par rapport
aux sujets sains. Le méme phénomeéne est observé chez les patients sous traitement
aux glucocorticoides.(Schlechte and Hamilton, 1987; Carroll and Findling, 2010).
Dans I'étude de Schlechte, chez les patients souffrant du syndrome de Cushing, il a
été observé que la baisse des niveaux de CBG plasmatique est associée a une
diminution de la capacité de liaison de la CBG. En effet, celle-ci est diminuée de

40% chez les sujets atteints de Cushing par rapport aux individus controles et de
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30% chez les patients sous traitement aux glucocorticoides. Le syndrome de
dépression majeure peut lui aussi étre associé a une hypercortisolémie. Maes et
collaborateurs observent une diminution des taux de CBG chez les dépressifs
majeurs comparés aux taux des sujets contrdles. Cette baisse n’est d’ailleurs
significative que chez les femmes ; il ne s’agit que d’'une tendance chez les patients
hommes (Maes et al., 1996). Enfin, chez I'animal en situation de stress chronique
comme le stress social dominant/dominé (Spencer et al., 1996), on observe
également une diminution de la concentration plasmatique en CBG ainsi qu’une
diminution de la capacité de liaison et de la constante d'affinité pour les
glucocorticoides. I a été suggéré que ce phénomeéne favorise l'accés des
glucocorticoides a leurs récepteurs (GR) (Spencer et al., 1996).

Il a également été observé que des traitements a linsuline ou a la thyroxine
entrainent une diminution des taux de CBG, en altérant notamment la glycosylation
de la protéine (Crave et al., 1995; Mihrshahi et al., 2006; Metz et al., 2008). De
méme, des traitements aux hormones de croissance comme IGF-1 diminuent de
30% la sécrétion de CBG (Crave et al., 1995; Tschop et al., 2000).

Ainsi des conditions pathologiques ou les traitements thérapeutiques favorisent
une modulation des niveaux de CBG qui par conséquent module les niveaux de
cortisol total et surtout libre. La variation du taux de CBG peut également étre la
conséquence, généralement inattendue, de mutations génétiques.

2) Variations génétiques et polymorphismes influencant le
fonctionnement de la CBG

Des mutations du géne de la CBG ont été recensées dans différentes

espéces. Celles-ci sont a l'origine de fortes variations de l'activité et des propriétés
biochimiques de la glycoprotéine (Gagliardi et al., 2010; Moisan, 2010).

87



Introduction générale — La transcortine

a) Etudes chez l'animal

Chez le rongeur de laboratoire, Smith et Hammond en 1991 font état d’'une
baisse d’affinité de la CBG chez le rat BioBreeding (rat BB) (Smith and Hammond,
1991a). En effet, l'affinité de la CBG chez cette souche est 50% plus faible en
comparaison de celle des rats Wistar. Cette variation d’affinité est due a une
mutation ponctuelle sur le résidu 276 : elle donne lieu a une substitution des acides

aminés Met — lle.

Dans une autre étude menées sur 26 souches de souris, une mutation aux
effets similaires a été identifiée chez la souris SllIS/J (Orava et al., 1994). La
substitution Lys— Gilu sur le résidu 201 est a 'origine d’une constante de dissociation
de la CBG plus élevée dans cette souche (3,97nM contre 2,11nM chez la souris

contréle).

Cependant, dans ces deux cas, la variation d’affinité de la CBG n’explique pas
les pathologies de ces modéles animaux. En effet, le rat BB est un modeéle de
diabéte auto-immun, comparable au diabéte de type 1 humain. Cette pathologie peut
étre retardée par un traitement aux glucocorticoides. Jusqu’a aujourd’hui aucun lien
n'a été mis en évidence entre cette mutation ponctuelle de la Cbg (et la variation
d’affinité associée) et le diabete auto-immun de ce modéle. La souche murine SIIS/J
présente, elle, une forte mortalité a la naissance. Or, le taux de glucocorticoides
influe sur le développement embryonnaire de certains organes. Mais, comme pour le

rat BB, aucun lien entre cette mortalité précoce et la mutation n’a pu étre démontré.

b) Etude chez 'lHomme, polymorphisme de la CBG

Chez 'Homme, une série d’études cliniques a montré que la CBG plasmatique
est un marqueur de la sécrétion d’'insuline (Fernandez-Real et al., 1999; Fernandez-
Real et al., 2000; Fernandez-Real et al., 2001) et corréele (mieux que les taux de
cortisol) avec de nombreux marqueurs du syndrome métabolique et de l'obésité
comme les mesure de I'indice de masse corporelle, du tour de taille, de la glycémie a
jeun ou encore de l'adiponectine (Fernandez-Real et al., 2002; Fernandez-Real et
al., 2005).
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Au laboratoire, le réle d’'un polymorphisme de la Cbg en relation avec I'obésité
et les marqueurs métaboliques a été étudié dans une population humaine (Barat et
al., 2005). L’activité et réactivité de l'axe corticotrope ainsi que les parametres
métaboliques et le degré d'obésité ont été caractérisés dans une population de 44
femmes obeses pré-ménopausées. Une analyse génétique a également été conduite
grace a l'utilisation de marqueurs microsatellites localisés dans l'intron 1 du géne de
la CBG. Trois génotypes ont été détectés a partir des tailles des paires de bases des
produits de PCR : 86/86, 86/90 et 90/90. La derniere paire d’allele 90/90 est trés
rare, elle n'est observée qu'une fois sur 44. Aucune différence entre les trois
génotypes n’a été trouvée pour les mesures phénotypiques évoquées. Cependant,
une forte corrélation entre le cortisol salivaire apres le test de suppression a la
dexaméthasone et le tour de taille a été mesurée pour le génotype 86/90 (r = -0,84, p
< 0,001), alors que cette corrélation n’est pas significative pour le génotype 86/86 (r
= -0,34, p = 0,09).Ces résultats suggerent ainsi que le polymorphisme du gene de la
Cbg peut moduler linfluence de I'axe corticotrope sur la distribution de la masse

grasse chez ces femmes obéeses non ménopausées.

Dans une seconde étude menée au laboratoire, le méme marqueur
microsatellite du gene de la Cbg a été utilisé pour génotyper une population humaine
de 295 hommes dont l'indice de masse corporelle (BMI) est compris entre 19 et
55kg/m? (Richard et al., 2009). La présence de l'alléle 90 a été retrouvée fortement
augmentée pour les hommes présentant une obésité morbide (BMI > 40) comparé
au reste de la population (30% vs 18%, p = 0,02). Il a aussi été observé, dans cette
population, que le polymorphisme de la Cbg influencait le BMI et le tour de taille. De
plus, les patients avec l'allele 90 ont une tendance a présenter des niveaux
plasmatiques de CBG plus faibles que les autres patients (p = 0,07) et cette
tendance devient significative lorsque I'obésité morbide est intégrée dans les
paramétres d’analyse (p = 0,01). Ainsi, les polymorphismes de la CBG influencent le

BMI et le tour de taille chez les hommes.

De maniére intéressante, cet allele 90 du géne de la Cbg a été trouvé associé
a une autre pathologie. Il a en effet été retrouvé légérement augmenté (25% contre
20%, p = 0,05) pour une population de patients atteints d’arthrite idiopathique
juvénile par rapport a une population contréle (Donn et al., 2002).
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c) Etudes chez 'Homme, mutations familiales de la CBG

Une étude portant sur la régulation de la CBG par les cestrogénes a permis de
mettre en évidence pour la premiére fois et par hasard, une déficience partielle et
familiale du géne de la Cbg (Doe et al., 1965). Aucun phénotype clinique n’a été
détecté bien que des cas d’hypertension, d’hémorragie cérébrale et peut étre une
augmentation des cas de mort-nés aient été observés dans cette famille (Lohrenz et
al., 1967). Par colonne de chromatographie, les niveaux de CBG plasmatiques ont
été mesurés sur 45 individus de cette famille, testée sur trois générations. Il a été
observé que 26 individus de cette famille présentent des taux de CBG plus faibles
(18,8 £ 3,2 mg/L) que les autres membres de cette famille (35 + 3,6 mg/L).

De récentes études ont plus précisément analysé les mutations familiales de
la CBG par des mesures génétiques et phénotypiques. Ces mutations du géne Cbg
sont rarement rapportées, certainement parce que les mesures de CBG plasmatique
ne sont actuellement pas faites en routine (Torpy et al., 2004). |l existe a ce jour trois
variants CBG héréditaires connus conduisant a la diminution de laffinité pour le
cortisol a cause d’'une substitution d’'un acide aminé : la mutation Leuven (1982), la
mutation Lyon (2000) et une mutation dans I'exon 3 récemment observée (2010).
Deux autres variants CBG conduisant a une diminution des niveaux de CBG par la
formation d’'un codon STOP prématuré ont été identifiés : la mutation Null (2001) et la
mutation Santiago trés récemment publiée (octobre 2011) (Figure 17).

e | a mutation CBG Leuven

En 1981, Van Baelen et collaborateurs identifient pour la premiére fois dans
une population caucasienne le variant appelé « transcortin Leuven », présentant une
affinité plus faible pour le cortisol (affinité 2,6 fois moins importante a 4°C, 3,6 fois a
28°C) mais des concentrations plasmatiques de CBG normale (Van Baelen et al.,
1982). C’est en 1992 que Smith identifie, dans une famille polonaise, I'origine de
cette variation d’affinité : une substitution Leu — His sur le résidu 93, dans I'exon 2
du géne (Smith et al., 1992). La présence de cette mutation entraine une dissociation
plus rapide du complexe CBG-cortisol (Kd = 0,40nM contre 0,30nM chez les sujets
contréles). Pour l'instant, I'implication clinique de cette mutation n’est pas claire, voire

inexistante. Des problémes d’hypertension ont été détectés chez trois individus
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hétérozygotes pour la mutation, mais les huit autres hétérozygotes et les deux
homozygotes identifiés dans une étude familiale, sont en bonne santé (Van Baelen
et al., 1993).

EXON 1 EXON 2 EXON3 EXON4 EXONS5
Exon Scalel— A A
200 bp
Null Résidu 237: Lyon
Résidu 12: Gly — Val Résidu 367:
Gly — Ala Asp — Asn
Codon STOP
Santiago
Résidu 26:
Leu — Cys
Codon STOP
Leuven
Résidu 93:
Leu — His

Figure 17 : Variants génétique de la CBG chez ’'Homme

inspiré de (Gagliardi et al., 2010)

Le variant Null est une substitution de base G — A en position 121 de I'exon 2 qui conduit a la
formation d’'un codon STOP prématuré au niveau du résidu 12 de la molécule et a la perte compléte
de la fonction de la CBG.

Le variant Leuven est une substitution de base T — A en position 433 de I'exon 2 qui conduit au
niveau du résidu 93 a un changement d’acide aminé de la molécule et a la diminution de l'affinité de
liaison de la CBG au cortisol d’'un facteur 3.

Le variant CBG Santiago est une délétion d’une base C en position 13 de I'exon 2 qui conduit a la
formation d’'un codon STOP prématuré au niveau du résidu 26 de la molécule et a la perte de la
fonction CBG.

Le variant Lyon est une substitution de base G — A en position 125 de I'exon 5 qui conduit au niveau
du résidu 367 a un changement d’acide aminé de la molécule et a la diminution de I'affinité de liaison
de la CBG au cortisol d’'un facteur 4.

La substitution de base G — T en position 776 de I'exon 3 qui conduit au niveau du résidu 237 a un
changement d’acide aminé de la molécule et une diminution de I'activité de liaison de la CBG au
cortisol.
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e [ a mutation CBG Lyon

Une deuxiéme mutation affectant les propriétés de liaison de la CBG a été
décrite dans trois familles et sur une personne isolée (Emptoz-Bonneton et al., 2000;
Torpy et al., 2001; Brunner et al., 2003; Buss et al., 2007).

Le premier cas de mutation CBG Lyon a été observé chez une femme de 43
ans d’origine maghrébine (Emptoz-Bonneton et al., 2000). Cette patiente, présentait
des symptémes d’asthénie chronique, une humeur dépressive et une hypotension
suggérant une insuffisance surrénalienne. De plus, ses taux plasmatiques de cortisol
total étaient tres faibles alors que les niveaux d’ACTH plasmatique et de cortisol libre
urinaire étaient normaux, de méme que les fractions de cortisol libre (~9,2% versus
~3,4% chez les individus contrbles). Il s’est avéré que la concentration et la capacité
de liaison de la CBG étaient quatre fois plus faibles que les valeurs standards. La
baisse d’affinité de la CBG pour le cortisol résulte d’'une mutation au niveau de I'exon
5 du géne de la CBG pour laquelle cette femme était homozygote. Cette mutation
induit une substitution d’acides aminés Asp — Asn sur le résidu 367. Les quatre
enfants de cette femme sont nés hétérozygotes pour cette mutation Lyon et a part
lainé qui est obése, ils sont tous en bonne santé. Cependant, ils présentent une
réduction de 20% des niveaux de CBG d’origine encore inconnue et une réduction
de 40% des niveaux de cortisol total.

Cette mutation CBG Lyon a ensuite été décrite dans trois générations
différentes d’'une famille brésilienne (Brunner et al., 2003). Cette étude a été menée
sur dix individus comprenant deux individus homozygotes pour la mutation Lyon et
huit individus hétérozygotes. Le taux de cortisol plasmatique, le taux de CBG et la
capacité de liaison de celle-ci ont été mesurées chez tous ces individus et comparés
a ceux de neuf individus contrbles. Pour ces trois mesures, les porteurs
homozygotes et hétérozygotes de la mutation montrent des valeurs significativement
inférieures a celles des individus controles, les valeurs des homozygotes étant
également inférieures a celles des hétérozygotes. Il est intéressant de noter que le
premier cas décrit, homozygote pour la mutation, souffrait d’'obésité avec un BMI de
33 (Emptoz-Bonneton et al., 2000). Dans la famille brésilienne, la mutation n’a été
associée ni a l'obésité ni a aucune autre pathologie a I'exception d'une patiente
homozygote souffrant de fatigue chronique.
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En 2007, un niveau cas de mutation Lyon a été observé chez un jeune
homme qui présentait une fatigue musculaire sévere, amplifi€ée dans une situation
stressante telle que le TSST, évoqué ultérieurement (Buss et al., 2007). Il a été
observé qu’aprés le TSST les niveaux de cortisol total dans le sérum étaient
comparables a ceux d’individus normaux alors que les niveaux de cortisol libre

étaient augmentés.

e Mutation sur I'exon 3 du gene SerpinA6

Récemment, une nouvelle mutation de géne de la CBG a été observée sur
'exon 3 dans une famille pakistanaise (Perogamvros et al., 2010). Il s’agit d’une
femme agée de 26 ans qui présente des symptomes d’hypotension et de fatigue et
des niveaux trés faibles de cortisol total dans le sérum. L’étude du géne SerpinA6 a
permis de mettre en évidence une mutation homozygote dans I'exon 3 conduisant a
une substitution d’acides aminés Gly — Val sur le résidu 237. Cette mutation conduit
a une légere modification du positionnement des feuillets B de la CBG, feuillets
constituant en partie le site de liaison aux corticoides. Dans cette famille, la mere est
hétérozygote pour cette mutation et deux de ses enfants sont homozygotes. La
concentration de CBG dans le sérum mesurée par RIA (Radioimmuno assay) est en
dessous des taux normaux pour les individus homozygotes qui présentent également
des niveaux faibles de cortisol total dans le sérum en situation basale ou stimulée.
De plus il est observé que la pulsatilité du cortisol est augmentée chez ces individus.
Les auteurs suggérent que ceci peut modifier I'activité des glucocorticoides et ainsi
participer au développement des symptomes décrits. Cependant, le cortisol libre
mesuré dans le sérum ou dans les urines ainsi que 'ACTH sont reportées étre a des
concentrations normales. Par ailleurs, l'une deux sceurs de cette famille est
homozygote par cette méme mutation mais celle-ci est en bonne santé et ne

présente pas de différence de pulsatilité.

e [ a mutation CBG Null

Le premier cas de déficience totale de CBG a été découvert en 1984 par
I'équipe de Roitman dans une famille d’origine iranienne (Roitman et al., 1984). Cette
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déficience est basée sur un taux de CBG plasmatique indétectable, une
concentration en cortisol plasmatique total basse (2 ug/dL contre 6,1 a 15,6 ug/dL
chez les individus contréles) et une fraction de cortisol libre élevée (32,8% contre 2,3
a 55% chez les contrbles). Le patient ainsi que sa sceur souffrent de cette
déficience. Les parents et un des deux freres ont des valeurs plasmatiques de CBG
et de cortisol égales a la moitié des valeurs standard. Leur taux de cortisol libre
mesuré le matin est comparable aux valeurs standards. Le deuxiéme frére présente
des taux de CBG, de cortisol total et libre dans les normes. Ceci laisse supposer une
transmission mendélienne autosomique récessive ou co-dominante de I'anomalie.
Aucune étude génétique n’a été menée sur cette famille. L'anomalie responsable de
cette déficience en CBG n’a pas été identifiée. Il est a noter que le patient souffre

d’obésité et qu’un historique de diabéte a été mis en évidence dans cette famille.

Un deuxieme cas de déficience totale a été observe (Torpy et al., 2001). Chez
trois membres d’'une famille Italo-Australienne de 32 individus, une déficience totale
en CBG a été clairement mise en évidence. Cette déficience résulte d’'une
substitution d’un seul acide aminé Gly — Ala dans I'exon 2 du gene Cbg (TGG —
TAG) qui code alors pour un codon stop a la place d’un tryptophane sur le résidu 12,
terminant alors trés prématurément la synthése de la protéine. Une étude plus
approfondie a été menée chez les membres de cette famille notamment trois
personnes homozygotes pour la mutation null, dix-neuf personnes hétérozygotes
pour la mutation, trois personnes hétérozygotes pour la mutation Lyon décrite
précédemment et deux personnes hétérozygotes possédant a la fois un alléle pour la
mutation null et un pour la mutation Lyon. Le taux de CBG plasmatique est
indétectable par dosage radio immunologique chez les homozygotes pour la
mutation null et équivalent a 50% de la valeur standard chez les hétérozygotes. Dans
les deux cas, les taux plasmatiques de cortisol total sont trés faibles et la fraction de
cortisol libre est élevée. Le nombre de sujets portant la double mutation n’est pas
suffisant pour pouvoir en tirer des conclusions. Il semble toutefois que les
conséquences de la mutation Lyon soient plus atténuées que celles de la mutation
null. De maniere générale, les individus porteurs de la mutation nulle, homozygotes
et hétérozygotes, souffrent de probleme d’hypotension artérielle et 82% des porteurs
d’au moins un allele ont un syndrome de fatigue chronique. Les trois sujets

homozygotes ont des symptomes d’obésité : deux sont obéses et le troisieme est en
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surpoids. Enfin, une stéatose hépatique a été observée chez deux individus, un
hétérozygote et une homozygote pour la mutation Null.

e [ a mutation CBG Santiago

Tres récemment, une nouvelle mutation nulle a été identifiée (Torpy et al.,
2011). Cette étude présente le cas d’un garcon agé de 9 ans avec des problemes de
faiblesse musculaire et de fatigue accentuée apres I'effort et de migraine. Il a été
observé que cet enfant présente des concentrations de cortisol effondrées au pic
circadien, le matin, en condition de repos ou apres stimulation a 'ACTH. Le
séquencage du géne SerpinA6 a permis de détecter dans I'exon 2 la délétion d’'une
base cytosine en position 13, conduisant a la formation prématurée d’'un codon
STOP et ainsi @ une diminution de 50% des niveaux de CBG chez ce patient,
hétérozygote pour cette mutation. Il est a noter qu’un traitement a I'hydrocortisone
n’a aucun effet sur les symptomes de fatigue. Torpy et collaborateurs concluent que
les symptdmes de fatigue et de douleur idiopathique sont a relier a une hypoactivité
du systéme de stress due a une déficience en CBG.

La conséquence mécanistique précise de cette déficience en CBG est
inconnue. Cependant, aux vues des symptémes de fatigue et de douleur chroniques,
les auteurs suggerent que la CBG est importante par exemple dans le transport des
glucocorticoides dans le tronc cérébral pour activer les voies nociceptives. De méme,
les symptdmes d’hypotension observés chez ces individus suggérent un réle du
complexe CBG-cortisol dans la régulation vasculaire et la pression sanguine.

d) Le premier modeéele murin CBG null

Afin d’étudier les rbles physiologiques de la CBG, I'équipe de T. Willnow a généré
en 2006, le premier modele de souris déficiente pour le gene Cbg (Petersen et al.,
2006). Ces souris sont viables, se reproduisent bien et ne présentent pas
d’anomalies évidentes. lls ont tout d’abord évalué la régulation de 'axe HPA de ces
souris. lls ont tout dabord observé que la clairance de la corticostérone est
augmentée chez ces souris Cbg”". De plus, la concentration de corticostérone totale
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mesurée le matin se trouve diminuée chez ces mémes animaux mutants par rapport
aux souris contréles. Par ailleurs, les auteurs observent que les concentrations de
corticostérone libre sont augmentées de 10 fois et que les concentrations d’ACTH
sont augmentées d’'un facteur 3, par rapport aux souris de type sauvage. lls
présentent ainsi leur modele comme un modele d’hyporéactivité des glucocorticoides
libres. Toutefois, nous pensons que les valeurs de corticostérone totale et ’ACTH
gu’ils ont mesurées sont trop élevées pour étre des valeurs basales, surtout si elles
sont mesurées le matin (Moisan, 2010). De plus, ils mesurent une fraction de
corticostérone libre extrémement basse chez les souris contrbles (0.7% alors qu’elle
est généralement comprise entre 5 et 10%). Les auteurs ont également observé que
les souris déficientes en CBG ont une réponse au choc septique aggravée par
rapport aux souris contrOles, aux vues de la plus grande mortalité observée 48
heures aprés une injection intrapéritonéale de LPS (lipoplysacharide),

L’homéostasie métabolique de ces souris mutantes a ensuite été étudiée. Aucune
différence entre les génotypes n’a été détectée dans les mesures dans le sang et les
urines de souris nourris ad libitum ou placée a jeun pendant 12 heurs, des
électrolytes Na*, Ca®*, K* et CI ainsi que des métabolites créatinine, glucose,
insuline et leptine. Les auteurs ont également observé qu’un régime enrichi en gras
(26% de gras vs. 4% de gras pour le régime standard), donné a I'age adulte,
n’entraine aucune modification du poids apres 6 semaines de régime chez les deux
génotypes. Cependant nous estimons que la durée de leur régime est trop courte par
rapport aux autres études qui imposent plutét un régime entre 12 a 15 semaines
pour pouvoir observer une modification de poids chez la souris. Enfin, les
concentrations de corticostérone totale et libre ont été mesurées dans le plasma
apres un stress aigu (36 heures de mise a jeun). lls observent qu’apres ce stress, les
niveaux de I'hormone totale et libres sont augmentés par ce stress pour les deux
génotypes. Cependant les niveaux de corticostérone totale sont plus bas et les
niveaux de I'hormone libre ont une tendance (p = 0.07) a étre plus élevés chez les
souris Cbg-/- par rapport aux souris contr6les. Nous pensons encore ici que ces
mesures n‘ont pas été realisées de la maniere la plus optimale possible. En effet,
une importante variation intra-groupe apparait dans leurs résultats, a en juger par les

trés importantes erreurs type de la distribution des moyennes.

96



Introduction générale — La transcortine

Ainsi ce modele apporte des informations importantes sur le rle de la CBG. Le
résultat le plus intéressant de cette étude porte sur le role critique de la CBG lors
d’'un choc septique, en raison de sa structure de SERPIN permettant a la CBG de
libérer les glucocorticoides localement aux sites d’inflammation (Hammond et al.,
1990). Cependant, nous estimons que I'évaluation de la régulation de I'axe HPA en
condition basale et aprés stress n’a pas été correctement menée pour toutes les
raisons que nous avons evoquées. En situation basale, il aurait été par exemple
intéressant de mesurer la corticostérone le soir, lors du pic circadien. Enfin, ce
modele de souris k.0. Cbg ne modélise pas complétement les symptédmes observés
chez les patients CBG Null. En effet, plusieurs contradictions apparaissent. Tout
d’abord les patients CBG Null sont en surpoids ou obéses alors que les souris Cbg-/-
ne présentent pas de modification de poids aprées un régime enrichi en gras de 6
semaines. De plus, les niveaux de glucocorticoides libres mesurés apres stress sont
observés plus élevés chez les souris mutantes par rapport aux souris contréles, or ils
sont diminués chez 'Homme CBG Null. Ce modéle présenté par I'équipe de Willnow
ne semble ainsi pas présenter d'impact majeur de la déficience en CBG mais
n’apporte pas énormément d’éléments quant au réle de la CBG in vivo.
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OBJECTIFS DES TRAVAUX DE THESE

A ce jour, la CBG est considérée comme ayant un réle majeur dans la formation
d’un réservoir plasmatique de glucocorticoides. Elle joue également un role important
dans le transport de I'hormone jusqu’a ses cibles, notamment aux sites
inflammatoires ou la CBG subit les attaques des élastases libérant ainsi les
glucocorticoides libres. Par contre, la fonction exacte de la CBG dans la réponse de
stress n’est a ce jour pas clairement connue. En effet, dans les études cliniques et
animales, elle a souvent été toujours considérée comme maintenant des niveaux
constants et par conséquent n’a que trés rarement été mesurée, ne permettant ainsi

pas d’avoir une évaluation correcte de sa fonctionnalité.

Pourtant, nous venons de le voir, sa variabilité génétique d’expression chez
'Homme comme chez I'animal (conduisant a une diminution de sa capacité de
liaison aux glucocorticoides ou a une diminution de son expression et ainsi de sa
synthése et libération dans le sang) induit des répercussions directes sur la fonction
glucocorticoide. Ces hormones jouent un role majeur dans la réponse au stress
permettant une adaptation de lindividu a son environnement. Cependant, une
dérégulation de la réponse au stress notamment due a une hyper ou a une hypo-
activité des glucocorticoides en réponse au stress, peut conduire a une mauvaise
adaptation physiologique et comportementale. |l est bien souvent observé que ces
dérégulations aboutissent a diverses conséquences physiopathologiques, conduisant
alors au développement de nombreux «troubles et maladies liées au stress »

comme la dépression, 'obésité, les troubles de la mémoire etc.

Cependant, selon ses caractéristiques, chaque individu évalue les événements
de vie selon sa propre échelle de valeur allant de lindifférence a une perception
mineure voire majeure. |l apparait ainsi une trés grande diversité dans la réponse
adaptative au stress expliquant ainsi la vulnérabilité a développer des maladies liées
au stress de certains. Ces différences d’appréciation et de retentissements
dépendent de facteurs individuels qui varient selon I'age et le sexe/genre et qui
relevent de [linteraction permanente du patrimoine génétique et de [histoire
personnelle (Korte et al., 2005; Odermatt and Gumy, 2008; Kudielka et al., 2009).
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Deux études geénétiques indépendantes conduites sur deux espéces animales
différentes (porc et rat) et menées sans hypothéses de départ (analyse de QTL) ont
placé le géne codant pour la CBG comme le facteur génétique le plus important
influencant les réponses glucocorticoides de stress (Ousova et al., 2004; Guyonnet-
Duperat et al., 2006; Solberg et al., 2006). L’étude de modéles animaux knock out
(k.0.) pour ce gene de la Cbg semble alors nécessaire pour comprendre I'impact de
la déficience en CBG observée chez ’'Homme et également pour disséquer le réle de
la CBG pour différents traits spécifiques. Ainsi, I'équipe a développé au laboratoire
un modéle original de souris Cbg « floxée » permettant d’obtenir un k.o. total ou tissu
spécifique du géne Cbg. Par croisement avec une souris CMV-Cre un k.o total du
gene Cbg a été obtenu et rétrocroisé sur plusieurs générations afin d’obtenir un fond

genetique homogene C57BI/6.

A l'aide de ce modeéle rongeur original, I'objectif principal de ce travail de
these est d’étudier les conséquences fonctionnelles de la déficience en CBG
en particulier sur les réponses de stress.

Dans une premiére partie, nous nous sommes attachés a évaluer l'influence de la
variabilité d’expression du gene Cbg chez les males. La réactivité de Il'axe
corticotrope a un stress aigu de valence modérée a intense a ainsi été mesurée puis,
dans un deuxieme temps, les réponses comportementales émotionnelles a ces
stress (comportement de type anxieux ou de type dépressif notamment) ont été
évaluées. Nous présentons ainsi un modéle d’hypo-réponses des glucocorticoides

au stress associé a un phénotype de type dépressif.

Cette premiere partie nous a conduit a formuler I'hypothése qu’une déficience
totale ou partielle de CBG plasmatique ne permet pas aux centres supérieurs
cérébraux de produire la réponse comportementale adaptative et que la CBG joue un
rble majeure dans la régulation de la quantité de glucocorticoides accédant au
cerveau en situation de stress. Dans une deuxiéme partie, nous avons ainsi mesuré
par microdialyse la concentration de corticostérone intrahippocampique des souris
mutantes suite a I'application d’un stress. Puis, par diffusion intrahippocampique de
corticostérone, nous avons pu mimer la réponse comportementale au stress dans

une tache comportementale bien connue pour étre sensible aux effets du stress et
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ainsi, restaurer le phénotype de sensibilité au stress de ces souris déficientes en
CBG.

Une troisieme partie de cette these a été consacrée a I'étude du modeéle k.o. Cbg
chez la femelle en situation de stress intense puisque, comme nous l'avons vu a
plusieurs reprises dans l'introduction, I'axe corticotrope présente un dimorphisme
sexuel bien connu. Comme pour les méles, nous avons évalué la réactivité de I'axe
corticotrope a un stress aigu, ainsi que la réactivité émotionnelle. Nos résultats
montrent que la CBG joue un réle critique dans le dimorphisme sexuel de 'axe HPA

mais aussi dans les différences liées au sexe des comportements de type dépressifs.

Enfin, nous avons choisi de placer nos souris dans un contexte mimant des
conditions environnementales de vie occidentale, a savoir une situation de stress
chronique modéré et imprévisible, associée a une alimentation riche en gras. Nous
avons alors évalué le réle de la CBG et I'impact de ce traitement sur la prise de poids

et les conséquences sur la réactivité émotionnelle.
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CHAPITRE 1 :

Impact de Ila deficience en CBG sur la réactivite
de I’axe corticotrope et sur la reponse
comportementale émotionnelle face a un stress
aigu de valence modeéree a intense.

Etude des males
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Chapitre 1

Chapitre 1 : Impact de la déficience en CBG en

réponse au stress sur la réactivité de I’axe HPA et

impact émotionnel, chez le male

. Introduction

Les réponses adaptatives au stress sont essentielles a la survie. Elles impliquent
I'activation en concert de différents systémes biologiques centraux et périphériques
tels que le systeme nerveux autonome, avec la libération d’'adrénaline et de
noradrénaline, et I'axe corticotrope, dont les produits finaux libérés par les
corticosurrénales dans la circulation générale sont les glucocorticoides (cortisol chez
'Homme, corticostérone chez le rongeur de laboratoire). Les réponses adaptatives
impliquent également la mise en place de réponses comportementales (fight or flight)
permettant a l'individu d’agir directement sur son environnement. Ces ajustements
physiologiques et comportementaux s’ajustent les uns aux autres afin de permettre a
l'organisme de lui fournir I'énergie nécessaire pour lutter contre ce stress et de
rétablir son homéostasie (McEwen and Wingfield, 2010). Cependant, des réponses
physiologiques inadaptées, dans le sens d’'une hyperactivité ou d’'une hypoactivité
des systemes de stress notamment de la réponse des glucocorticoides au stress,
peuvent conduire au développement de troubles affectifs et/ou cognitifs, de maladies
psychiatriques (anxiété, dépression), ou encore une vulnérabilité face aux drogues
d’abus (Chrousos, 2009).

Les individus ne sont pas égaux face au stress. Il existe en effet une trés grande
variabilité individuelle dans les réponses de stress, influencée par des facteurs
environnementaux, génétigues ou encore épigénétiques (Feder et al., 2009;
Mormede et al., 2011). Au laboratoire, des études de génétique inverse ont été
menées afin de rechercher un ou plusieurs genes impliqués dans la variabilité
génétique de cette vulnérabilité au stress. Une recherche de QTL, étude conduite
sans hypothése de départ, a alors été menée dans une population de porc issue d’un
croisement entre deux races ségrégeantes dans leurs réponses comportementales
et endocriniennes au stress. C’est ainsi que I'équipe a mis en évidence que la

variabilité des niveaux de glucocorticoides en réponse au stress implique pour 20%
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un locus situé sur le chromosome 7 (Desautes et al., 2002). De maniere
intéressante, il a été observé que le géne codant pour la CBG se trouvait dans ce
locus. Le géne de la CBG est alors devenu un trés bon gene candidat fonctionnel de
la variabilité génétique des réponses au stress. Les études qui ont suivies ont
accumulées des résultats en faveur de I'implication du gene de la Cbg dans ce QTL
de cortisolémie (Ousova et al., 2004; Guyonnet-Duperat et al., 2006). Cette liaison
génétique faite a partir d’'une analyse sans hypothése de départ a également été
montrée par une équipe indépendante et dans un autre modele animal: le rat
(Solberg et al., 2006).

Ainsi, ces résultats ont conduit I'équipe a développer un modéle de souris
déficiente spécifiqguement pour le géne Cbg afin d’achever la démonstration de
'importance du géne Cbg dans la réponse glucocorticoide au stress. Les
objectifs étaient d’étudier I'influence de ce géne sur les régulations basales et
aprés stress de l'axe corticotrope et sur les réponses comportementales

émotionnelles.

Cette premiére étude a débuté avant mon arrivée au laboratoire. En effet, le
modeéle souris d’invalidation totale de la Cbg, jamais réalisé a I'époque, a été
développé dans le cadre de la thése d’Elodie Richard (2006), dirigée par Marie-
Pierre Moisan. Dans cette étude, mon travail a consisté a compléter les données
déja obtenues sur les réponses comportementales d’ordre émotionnel et les
réponses biologiques face au stress sur les males de ce modele de souris
partiellement (Cbg+/-) ou totalement (Cbg-/-) déficientes en CBG.

II. Résumeé des principaux résultats

1) Construction de la lignée knock-out Cbg :

Par recombinaison homologue dans des cellules souches, I'exon 2 du géne
Cbg a été flanqué de 2 sites loxP. Ces souris ainsi « floxées » sont trés intéressantes
car elles permettent d’obtenir un k.o. total ou tissu spécifique du gene Cbg. Par
croisements avec une souris CMV-Cre un k.o. total du géne Cbg a été obtenu et
rétrocroisé sur plusieurs générations afin d’obtenir un fond génétique C57BL/6J
homogéne a 95%. Par croisements de méles et de femelles Cbg+/- entre elles, des
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souris Cbg-/- (déficience totale), Cbg+/- (déficience partielle) et Cbg+/+ (animaux
contrdles) de mémes portées ont ainsi été obtenues et étudiées.

La déficience partielle (50%) ou totale de la Cbg a été confirmée par PCR
quantitative en temps réel, réalisée a partir d’extraction d’ARN de foie, ainsi que par
la mesure de la capacité maximale de liaison de la CBG (Bmax) dans le plasma par
technique de radio-liaison avec courbe de saturation. J'ai complété et renforcé ces
résultats par western blot réalisé sur les protéines plasmatiques avec un anticorps
anti-CBG de souris et par la mesure, par ultrafiltration, de la distribution plasmatique
des fractions de corticostérone libre et liée soit a la CBG, soit a I'albumine. Nous
observons ainsi que les souris de type sauvage Cbg+/+ ont une fraction de
corticostérone plasmatique libre de ~9%, ~77% est liée a la CBG, protéine
thermosensible majoritaire et enfin ~14% est liée a I'albumine. Les souris Cbg-/-,
quant a elles présentent une fraction libre de la corticostérone augmentée a ~27% et
une fraction liée a l'albumine a ~45%. Enfin, nous trouvons une fraction de ~28%
correspondant a la corticostérone certainement liées a d’autre protéines
plasmatiques thermosensibles et aspécifiques de la corticostérone. Enfin, les souris
hétérozygotes présentent des fractions intermédiaires.

2) Impact de la déficience en CBG sur I'activité et la réactivité au
stress de I'axe HPA :

Des mesures des concentrations plasmatiques de corticostérone totale et libre
ainsi que de 'ACTH ont été réalisées en situation basale ou aprés un stress de
contrainte. En situation basale, nous observons que la déficience en CBG altere la
concentration de corticostérone totale au pic circadien, le soir. Cette concentration
diminuée de corticosterone totale n’est pas due a un défaut de sécrétion mais plutét
a une clairance de la corticostérone augmentée dans le plasma chez les souris
mutantes. Pour autant, la concentration de corticostérone libre lors de ce pic est
similaire entre les trois génotypes. Ceci s’explique par un phénoméne de
compensation entre une faction de I'hormone libre élevée et une concentration de
’hormone totale faible chez les animaux Cbg-/- par rapport aux Cbg+/+, les Cbg+/-
étant intermédiaires. Comme la forme libre de 'hormone est la forme active, ce

résultat témoigne d’un bon fonctionnement de I'axe corticotrope en situation basale
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malgré une réserve plasmatique de corticostérone diminuée. En effet, les
concentrations d’ACTH plasmatique sont similaires entre les trois génotypes. De
plus, en accord avec la concentration de corticosterone libre inchangée, les souris

déficientes en CBG ne montrent pas de phénotype particulier en condition basale.

C’est en situation de stress par contre, que la déficience en CBG a un impact
fonctionnel. En effet, les niveaux de la corticostérone libre plasmatique aprés un
stress de contrainte sont augmentés mais sont significativement plus bas chez les
Cbg-/- par rapport aux souris de type sauvage. La concentration d’ACTH a été
mesurée dans ces mémes conditions et montre une tendance (p = 0.07) a étre plus

élevée chez les souris Cbg-/-.

Enfin, 'expression des genes des récepteurs MR et GR a été mesurée dans
I'hippocampe des souris Cbg+/+, Cbg+/- et Cbg-/- en situation basale et apres stress
et dans les deux situations, les trois génotypes ne sont pas différents.

3) Réactivité comportementale au stress

Nous avons observé que les animaux des trois génotypes ne présentent pas de
différence comportementale dans les tests évaluant le trait de type anxieux (open
field, elevated plus maze). De méme, I'activité locomotrice, évaluée dans des cages
d’activité pendant 72H est similaire.

Cest dans le cadre de [l'évaluation du phénotype émotionnel, et plus
particulierement du trait de type « dépressif » ou de résignation, que nous avons
observé un impact important de la déficience en CBG. Les tests comportementaux
utiisés dans cette étude sont le test de la résignation apprise ou learned
helplessness et le test de la nage forcée ou forced swim test (j’ai participé a la mise
en place de ce dernier test). Ces deux tests ont le point commun d’évaluer le
comportement de I'animal dans un contexte de stress de type intense (chocs
électriques imprévisibles pour le premier et nage forcée pour le second test). Nous
observons dans ces deux tests bien différents que les comportements de résignation
(évalués par le nombre d’évitement des chocs électriques dans le premier et le
temps d’immobilité dans le deuxiéme) sont augmentés chez les animaux Cbg-/- par
rapport aux Cbg+/+ et, qu’encore une fois, les souris Cbg+/- ont un comportement
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intermédiaire. Une corrélation positive a d’ailleurs été trouvée entre le nombre
d’évitement mesurés dans le test de la résignation apprise et la concentration de
corticostérone libre en réponse au stress (r = 0.43; p < 0.05). De méme, une
corrélation négative a été trouvée entre le nombre d'immobilité mesurée dans le test
de la nage forcée et la concentration de corticostérone libre (r = -0.57 ; p < 0.05). De
plus, ce comportement de type « dépressif » ou de résignation, est associé a une
expression diminuée du géne Egr-1 (encore appelé Zif268) dans I'hippocampe des
souris Cbg-/- et Cbg+/-, lequel géne a un rble important dans la voie MAP kinase et
dans les comportements influencés par les glucocorticoides.

Enfin, le défaut de tonus glucocorticoide chez les souris déficientes en CBG est
aussi révélé par une expérience de sensibilisation a la cocaine, phénomene
clairement décrit comme étant cortico-dépendant. Les souris Cbg+/- montrent une
faible sensibilisation et les souris Cbg-/- ne sensibilisent pas du tout a des injections
répétées de cocaine.

lll. Conclusion

En résumé, nous présentons dans cette étude un modéle original de souris
déficiente pour le gene de la Cbg. Ce modeéle nous a permis d’observer I'importance
du réle de la CBG en situation de stress.

En effet, nous avons observé qu’en situation basale au cours du cycle
nycthéméral, les niveaux de corticostérone plasmatique totale sont effondrés chez
les souris Cbg-/-, notamment au pic circadien, par rapport aux souris de type
sauvage, les animaux Cbg+/- étant intermédiaires. Ceci suggére un role majeur de la
CBG dans la constitution d’'une réserve plasmatique et la biodisponibilité de la
corticostérone. Cependant, les concentrations de corticostérone libre plasmatique
sont similaires entre les trois génotypes de souris. Ainsi, comme la fraction libre est
la forme active des glucocorticoides (Mendel, 1989), nous faisons la conclusion que,
en situation basale, la déficience en CBG n’a pas d’'impact fonctionnel sur 'activité de
I'axe corticotrope.
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C’est en situation de stress que la déficience en CBG est critique. En effet, la
réponse a un stress intense nécessite une forte augmentation de corticostérone libre.
Or, la déficience en CBG, partielle et surtout totale, conduit a un défaut de
glucocorticoides (hypo-signaling) apres stress, associé a des comportements de
résignation ou de type « dépressif ». Cette réponse des glucocorticoides au stress
est insuffisante pour permettre aux cibles de ces hormones, notamment aux centres
supérieurs, d’initier la réponse comportementale optimale permettant une bonne

adaptation a la situation stressante.

Cette étude a fait I'objet d’'une publication présentée dans la partie V. de ce
chapitre 1 (Richard et al., 2010).

IV. Résultats supplémentaires

Dans cette étude, les stress utilisés sont de type aigu. Or dans la nature le stress
n’est pas un événement isolé mais fait partie de notre quotidien. Ainsi I’étude de
notre modele dans une situation de stress chronique nous a semblé importante.
Les résultats présentés ici ont été réalisés au cours de ma thése mais ne font, pour
le moment, pas I'objet d’'un projet de publication. Cependant ils ont été présentés lors

d’un congres scientifique.

Nous avons ainsi voulu étudier la réponse comportementale d’ordre émotionnel et
les réponses biologiques face a un stress chronique. Le protocole utilisé est inspiré
des travaux d'Olivier Berton. |l s’agit de la défaite sociale chronique,
éthologiquement validée comme un modéle de dépression et du syndrome de stress
post traumatique (PTSD) et qui induit des altérations physiologiques et
comportementales a long terme (Koolhaas et al., 1997; Berton et al., 2006; Krishnan
and Nestler, 2008). Il a été observé que des souris exposées a des agressions
répétées développent un évitement du contact social, des symptémes de type
anxieux et de type dépressifs, réversibles par un traitement chronique aux
antidépresseurs (Berton et al., 2006; Krishnan et al., 2007). Le protocole de défaite
sociale consiste a exposer pendant 10 jours une souris a un agresseur (plus gros),

chaque jour différent. Ainsi I'animal en défaite sociale répétée ne peut pas s’habituer
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a son agresseur ce qui entraine, chaque jour a chaque rencontre, une plus forte
libération de corticostérone (Keeney et al., 2001).

1) Meéthode

Durant 10 jours consécutifs, deux groupes de males Cbg+/+ et Cbg-/- (~30g, 2
souris du méme génotype par cage) ont été confrontés pendant 5 minutes a une
souris agresseur de plus grosse taille (ancien méle reproducteur CD1, ~50g, non
manipulé par I'expérimentateur, en cage isolée pour augmenter son agressivité et
hébergé dans un autre box d’élevage). C’est le stress social, ou les souris Cbg+/+
et Cbg-/- sont attaquées des leur entrée dans la cage de la souris CD1 (latence de la
premiéere attaque inférieure a 30 secondes) et tout le long des 5 minutes. Les souris
Cbg+/+ et Cbg-/- qui ont ainsi subi les violentes attaques de leur agresseur restent,
lors des trois heures qui suivent, dans la cage et le box d’élevage de leur agresseur
du jour. Un séparateur transparent et percé de petits trous est placé dans cette cage
afin de séparer physiquement les deux souris tout en laissant passer 'odeur et en
gardant la vision de I'agresseur. Il s’agit de I'interaction sensorielle. Durant ces trois

heures, I'eau et la nourriture sont retirées de la cage.

L’eau et la nourriture de deux autres groupes de souris Cbg+/+ et Cbg-/- ont été
retirees de leur cage durant les 3 heures d’interaction sensorielle des souris du
groupe stress. Ces souris servent de groupe contr6le et restent dans leur cage et
dans leur box d’hébergement.

A l'issue des 10 jours de défaite sociale, les 4 groupes de souris vont étre testés
dans le test d’'interaction sociale. Brievement, ce test se passe en 2 parties et dure
10 minutes dans des conditions environnementales peu aversives (intensité de la
lumiere faible). Dans les cing premieres minutes, les souris sont placées au centre
d’'une plateforme (40cm x 40cm) recouverte de sciure provenant de leur propre cage
et dans laquelle elles sont libres de se déplacer. Un cube transparent (10cm x 10cm
x 10cm) est placé dans un coin de la plateforme (cette premiére configuration est
notée « Pas de cible » dans la Figure 18). Aprés 5 minutes et pendant les 5
derniéres minutes du test, une souris agresseur CD1, inconnue de la souris Cbg+/+

ou Cbg-/- testée, est ensuite placée a l'intérieur du cube transparent (noté « Cible
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agresseur » dans la Figure 18). L’analyse de ce test est faite par le logiciel SMART
(Panlab, Espagne), grace a un systeme de suivi de vidéo (videotracking). Le temps
passé dans la zone d’interaction (située autour de la cible) et dans la zone
d’évitement (située a 'opposée de la cible) est mesuré. Il a été montré que le temps
passé dans la zone d’interaction sociale diminue lorsqu’'un individu a subi au
préalable un protocole de stress social, et est utilisé comme un index du trait de type
« dépressif » (Berton et al., 2006; Krishnan et al., 2007). Trois jours aprés ce test,
uen autre évaluation de ce type de comportement est faite dans le test de la nage
forcée. Le protocole est décrit dans la publication n°1 qui suit (Richard et al., 2010).

Enfin, le matin du jour 18 du protocole, les animaux ont été rapidement
anesthésiés a l'isoflurane. Puis le sang a été prélevé par ponction cardiaque et
récolté dans un tube contenant de 'EDTA 10% afin de récolter le plasma. Seule la
corticostérone totale a été mesurée dans ces échantillons de plasma par RIA
(protocole décrit dans la publication). Enfin, les souris ont été sacrifiées par
décapitation. Le protocole expérimental est illustré Figure 18.
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~ Anirmaux: Souris Cbg+/+ et Cha-/- (males adultes). 2 par cage
~ Grougpes: contréle et defeat

~ n - 6 par grodpe

J U J2 J3 J4 Js Je g7 Jg J9 J10 J11 M2 13 4 M6 J1e T 018

— T T T T T T 1T T T T T T T T T 1
Défaite sociale (matin, 10 jours)

Groupe stress ; Y Test d'interaction social Sacrifice
Une souris Chg++ ou Chg-l- est slacee dans |a sage {matin, 10 min) (le matin)

d'un male ‘agrzsseur” de plus grande taillz isours CO1

~ 5l g}. pendant 5 min = STRESS SOCIAL

Al ceurs des 3 heures qui suivent. les souris du groupe Forced Swim Test
stress -estent dans |a cage de leur agresseur mais les Zone dimeration {matin, &min)
doux souris sont scpaces  physiquomett  par un '

separateu” perce et transparent, sars =au ni noJriiture O Yy

= INTERACTION SENSORIELLE

L
e
:
Cible agresseur (5min)

Groupe controle: |
Souris Cbg++ et Cbo-/- isolées pendant 3 heures cans

Uné cags inconnLe. Sans eal i nourriure

Figure 18 : Protocole expérimental du stress chronique de type défaite sociale et des tests
comportementaux réalisés

2) Résultats

Les résultats comportementaux et de mesure de corticostérone totale

plasmatique sont présentés Figure 19.
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Figure 19 : Effets du stress chronique de défaite sociale sur les réponses comportementales
mesurées dans le test d’interaction sociale (A) et de forced swim test (B) et concentration
plasmatique de la corticostérone plasmatique totale, mesurée le matin, au repos (C).

La mesure du temps passé dans la zone d’interaction a été faite pour les 4
groupes de souris en présence ou non de l'agresseur (no target vs. mouse CD1
target). Par analyse statistique ANOVA a deux voies (effets génotype et stress),
mesure répétée (pas d’agresseur / agresseur), nous observons un effet statistique du
stress (F(1 200 = 17.7 ; p < 0.001), un effet de I'agresseur (F .20) = 6.9 ; p = 0.02), une
interaction génotype x stress (F(1 200 = 7.1 ; p = 0.01) et une interaction agresseur x
stress (F(1.200 = 5.9 ; p=0.02). Les analyses post-test LSD de Fisher indiquent que le
temps passé dans la zone d’interaction est significativement diminué par le stress
social lorsque les souris Cbg+/+ sont en présence de I'agresseur (dans le groupe
Cbg+/+ Defeat, p < 0.01 entre les situations pas d’agresseur et agresseur ; en
présence de I'agresseur p < 0.01 entre les Cbg+/+ contrdle et Cbg+/+ Defeat). Ainsi,

les males Cbg+/+ soumis au stress social « reconnaissent » la souche de souris
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agresseur, puisqu’en leur présence le temps passé dans la zone d’interaction est
significativement diminué pour les méles Cbg+/+ Defeat. Ceci suggére que le stress
chronique social a un effet sur les méles Cbg+/+ : le comportement de type anxieux
est augmenté (Berton et al., 2006; Krishnan et al., 2007). Cependant, le
comportement des méles Cbg-/- n’est pas affecté par la présence de leur agresseur
CD1. Ainsi le stress chronique social auquel ils ont été exposés n’a pas d’effet chez

ces animaux.

L’analyse du test de la nage forcée par ANOVA a deux voies (génotype et
stress) met en évidence un effet statistique du génotype (F(1.18y = 7.7 ; p < 0.01), un
effet du stress (F(1 .18y = 6.1 ; p = 0.02) et une interaction génotype x stress (F1 .18) =
4.4 ; p = 0.05). Les analyses post-hocs indiquent, chez les males Cbg+/+, une
augmentation significative du nombre d’immobilité par le protocole de stress
chronique de défaite sociale (p < 0.01). Par contre, les souris Cbg-/- ne sont pas
affectées par ce stress (Cbg-/- vs. Cbg-/- Defeat, p = 0.81). Cependant, leur
comportement d’'immobilité reste significativement plus important que les males
Cbg+/+ en condition contréle, comme observé dans la publication n°1 (Cbg+/+ vs.
Cbg-/-, p < 0.01).

Enfin, 'analyse statistique ANOVA faite sur la mesure de corticosterone totale
plasmatique mesurée en condition de repos et le matin, indique une interaction
significative génotype x stress (F( .15y = 4.7 ; p < 0.04). En effet, alors que le stress
chronique diminue la concentration plasmatique de I'hormone chez les Cbg+/+ (p <
0.05), ce traitement n’a pas d’effet chez les Cbg-/- (p = 0.68) qui présentent, comme
observé précédemment, des niveaux faibles de 'hormone totale (Cbg+/+ vs. Cbg-/- p
< 0.05). La mesure de corticostérone libre aurait été intéressante, cependant elle n’a

pas pu étre faite a ce jour.

3) Conclusion

Ces résultats supplémentaires confortent nos premiéres conclusions puisque
nous retrouvons chez les souris Cbg-/- un niveau de corticostérone totale faible et un
comportement de type dépressif endogene mesuré dans le test de la nage forcée.

Cependant nous n’observons aucun effet du stress chronique chez ces animaux
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mutants. En effet, alors que le comportement d'immobilité est augmenté par le stress
chronique chez les Cbg+/+, celui des Cbg-/- n’est pas modifié par ce méme stress et

reste élevé.

De plus, nous confirmons que les souris Cbg+/+ sont affectées par le stress
chronique de défaite sociale au niveau comportemental et physiologique. En effet,
celles-ci semblent « reconnaitre » leur agresseur, comme en témoigne la diminution
du temps passé dans la zone d’interaction sociale. Cet effet s'accompagne d’une
diminution des niveaux de corticostérone, phénomeéne classiquement observé aprés
un stress chronique et souvent lié a une désensibilisation de la réponse de stress
(Raison and Miller, 2003; Ulrich-Lai and Herman, 2009). Chez les males Cbg-/-,
'absence d’effet du stress chronique sur les réponses comportementales et sur la
mesure de corticostérone suggere fortement que ce modéle d’hyporéactivité au
stress est insensible a I'effet de ce type de stress chronique.

Ainsi, nous présentons un modele de souris original d’hyporéactivité au stress
associé a une altération de la réponse comportementale au stress mesurée dans
différents tests. Cette réponse comportementale au stress altérée peut étre qualifiée
de « coping passif » dans le cadre du stress aigu tel que la nage forcée et
d’insensibilité dans le cas de la défaite sociale.
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V. Publication n°1:

Plasma transcortin influences endocrine and
behavioral stress responses in mice

Richard E.M.; Helbling J.C.; Tridon C.; Desmedt A.; Minni A.M.; Cador M.; Pourtau
L.; Konsman J.P.; Mormede P.; Moisan M.P.

Endocrinology. 2010 Feb; 151(2):649-59

117



Chapitre 1

GLUCOCORTICOIDS-CRH-ACTH-ADRENAL

Plasma Transcortin Influences Endocrine and
Behavioral Stress Responses in Mice

Elodie M. Richard, Jean-Christophe Helbling, Claudine Tridon, Aline Desmedt,
Amandine M. Minni, Martine Cador, Line Pourtau, Jan-Pieter Konsm an,
Pieme Moméde, and Marie-Perre Maisan

Institut Naticn a de la Recherche Agronomique ENRA) E.MR, L-CH, C.T., AMM., LP., P.M,,
M.-F.M), Unité Mixte de Recherche (UMR) 1286 PsyNuGen, and Centre National de la Recherche
Scientdique (CNRS) ) -P.K), UMR 5226, Université de Bordaaux 2, F-3 3076 Bondaau, France; CNRS
tA.D.)} UMR 5218, Centre de Neur osciences Intégratives et Cognitives, Université Bordeaux |, F-33405
Talence, Framce; and CNAS (ML.C.J, UMR 5227 Psychobiclogie des Desadaptations, Université de
Bordeaux 2, F-33076 Bordeawx, France

Glucocortico il are released after hypothalamus-pituita ry -adrenal axis stimulation by stress and act
both in the periphery and in the brain to bring abo ut adap tive responses that are essentiall for life.
Dysegulation of the stres response can precipitate psychiatric diseases in particu lar depresson. Re-
cent geretic stud es have suggested that the glucomrticad camier trarsorting also called corticos te-
roid-binding dobuin (CBG), may have animportant role in stresr sponse . \We have investigated the
effect of partial or total trarscortin deficiency wing tramscortin knockout mice on hy potha bmus-
pituitanyadrenal axis functioning and requlation as well as on behavior linked to arciety and de.
presson traits in animals. We show that CBG deficiency in mice results in markedly reduced total
ciraulating corticesterone at rest and in response to stres Interes tingly, free corticosterone concene
tratiors are normal at rest but present a recliced surge after dress in trarecorti n-deficient mice. No
differences were detected between tamcotinde ient mice for arxety-related tmits. However,
transcortin.deficient mi edsplay increased im mobility in the forcedswim ming test and markedly
enhanced learned helplessness after prol onged uncontroll able stress The latter is assoc ated with
anapproximately 30% decr easeindrculatinglevels of free cor icosterone aswell as reduced Egr-1
mRNA expresioninbppoampus in (BG«defi dent mice. Addti cnally, trareccrtin-defid ent mice dhaw no
sersitization to cocaine-induced low motor responses, a well described @ ticosterone-dependent test.
Thug, trarscortin daficiency laadk to insuffident glucacaticold signaling a nd altered behavioa | esporses
after gres. These finding s uncover th e cniti Gl role of plasma transcontin in providin g an adequate end o-
crine andbéhaviord resporse to stress (Endoarinolagy 151: 649-659, 2010)

Adapu'w.- responses to stress are essential for life and
involve activation of a complex repenaire of auto.
nmomic, neuromdocrime, and behavioral responses, orig-
na nng borh from the brain and the periphery, thar work in
concart toreinstate homeostasis, If these adaprive systems
areoveractive or kil torespond appropria wely, psychiatric
diseases, such as affecrive disorders, cognitive impair-
ment, or vulnarability to drug addiaion, may develop in
vulnerable individuals ( 1-4). Important individual dif fer-
ences are observed in the abilicy of an individual 1o cope

ISSH PNt 0013- 1227 B Onlne 1945-7170
Frirvied imU. 3 A,

Copymght © 20100y The Endacnine Sacey

diod: 101210k 2090862 Rarewved Ly 22, 2000 Acompted Movernts: 11, 209
Firct Fubliehed Onlirse Decomber 18, 2009

Erdocinokogy, Febriany 2000, 151 2):6459- 659

with stressful events. This vanability dependson genenc,
environmental {in particular during the perinatal perind),
and epigenetic Factars (5, 6).

A major system involved in achprive siress resporses is
the hypothalamus-pimitary-adrenal (HPA) axis (3, 7).
Under normal physiological conditions, glucocorncoid
icomsol in humans, comicosterone in laboratory rodents )
secretion follows a arcadian thythm entrained by lighe
and food inrake thar si mulaw the secrerion of the hy-
pothalamic pepude coracorophin-rele sing hormone

Abbrevatons Bmax CBG mawmad binding capadity; ( BG, corfoostiaod bhding
gobudirgy CRH oo of optury releatng bormorsy GR, ghucooor tood moapion, HfR,
by pothalamus pitudary-adenal ME, mrenlocotcod recegptor
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&0 Roarderal Tonsoonin infuences Stres Responses

(CRH), which, in turn, triggers pituitary sccrction of
ACTH that acts onadrenal glands to stimulate glucocor-
ricoidrelease in the Hood. In plas ma g lumcortionids bind
with a high affinity but low capacty to transcorting alsa
alled corticostaroid-binding globulin (CBG), and to al-
bumin with a high capacity but low a tfinity. Thefree frac
non of circulanng gucocortionids thus constinat es around
5% ol the wotal glucoso rocond pool. Free glucocorticonds
regulate negatively their own secraion by inhibiing CRH
and ACTH release, and acton mrget ossues by binding to
two nuclear receptors, the mineralocorticod (MR) and
the glucocorticond receptors (GRs). Under stresshul aon-
dirons, the rise m CRH levels resulis in wansianly in-
aeased ghicocorncoid seaaion, The freefracion of cir-
culatng glucoc micoids is t hem more than propomionally
inc reased because stress -induced glucocon icoid secrerion
overshoots transconin binding capaciry (8).

We have shown by genetic linkage analysis in pig mod-
els tharthe variability insiress- induced gluco rricoid lev-
ds depends srongly en a genomic loais conmaining the
Chg gene encoding ranscortin (9). On further investiga-
tions, we have accumulared data favoring the hypothess
that Chg gene polymorphism is indeed responsible for
varia bilicy i stress-mduced glucocomicaid levels in our
pi madels (10, 11). This genetic associa tion berween glu-
cocarticoid stresslevels and the genomic locusof Uhg gene
has been replicated by an independent groupin ratmodels
(12} Thus, this set of data prompted us o create a rodent
model of Chg gane ddiciency, in which Chg gaie expres-
sion is specifica lly modibied, and ro study, in more details
than could be done in humans, s miluenae on HPA axis
regularion and srress -induced behavio ral responses. Inchis
report, we present dat s bowing the importanceol CBG in
defining glucow riicoid pool size as well as free gluoocor-
twid concenranions. Addinonally, we show thar these en-
docnnological akerarions are associared with behavioral
defiars

Materials and Methods
Generation of Cbg-deficient mice

Chg Aoxad mice were constnieed o the Mouse Clinia | In-
stitute (Ikirch, France). Exon 2 of the mowse Serpimé gene
encoding CBG was Mank ed by losd” sites using homoko gous e
combipa i in anbryon i wem ool ko obom Clhyg flosed mice,
The Chg floxed mice were then sent 1o our liboratory in Bor-
denux and backorossed with CSTRLA] mice from Clarles River
(LAwbresle, France). For the inactivation of CBGimall cells, we
crossed CMV-Cre cransgenic mice {13) with Chg flosed mice,
Chg+j#, Chg+i=, and Chg=/= mice were o brainad by breed-
ing Clg+ 7~ malkes and femals . Allmice viad inehe present wodk
are males and have a CS7BLAG] ge neoc back ground above 907,
Andmals were mainnainod inan animal room (23 Crwith o 12-h
ight-<clark cycle (lghes onar 0700 h) andw it ad Ebingm acoss

Endoainology. February 2010, 151( 2)849-659

v food and warer, All the experimants were conduceal in seria
compliance with cument European Comventions and approsed
by Instaunional Comitte e, The numbers of animals tested in
cach ex perimon were depapdent an theawib biliy o fmallemice
of appro ximaeely the same age for each genotype.

Neuroendocrinolog ical experiments
Mice were housad individually for a week before the
experiments,

Circadian experiments

Bleosd wmples were collected by il nick every 4 b Time from
fiest twmelbing w0 completion of this procedure did ot esoeed 2
min 1o obtain basal levels of ¢ orticosteron e and CBG A prelime
mary experment done oo eghit C57 BE] moale moce confamed
that thas proce dure allowed is toobiam basal kbve b becise we
got the same valoes as others who wsed dif feren groups of an-
irals at eac hitime point. Blood wascollectedin HD TA solution
(0.1 % fwa | comcentration), and plasma, mcovenad afver 100mim
centrifugationol Moodsimples, was keptat — 80 C, To mes ure
free comico werone, mice were anest hetize d with a rapid isofle-
mane exposure (Acrmne, Baster SA, Maurcpas, Franoe) and
Blowsl colbwral by camlioe puncrume i ks chan 20 sec egher
bevween (500 b and 1000 h for moming conce mrations or be-
pween 1900 b and 2000 k for evening ¢ once niramons.

Restraint stress

The aramals were placed moa 50-ml comcal wbe (with holes
allowing breathing) for 20 min, blood wascollocred by eail nick,
and then the anima k wene o med o thee home cage,

Beh avioral experiments

Allthe ves s we e cond el berween 0900 and 1 3060 h. The
same groups of mice, 3-5 months of age, were wsed sucossively
for activity cages, elevated-plusmaze, and apen Gield with at
leass bowk imerval bevween tevs, Mave d-month-old male mice
we e usal for lamal helplssncs and locomaotor mesponse 1o
cacadne experiments. The leamed helplessnes ten was repli-
cated ona second ind ependent group of 3=35 months of age
with blood sampls o leaal before, during (just before pur-
ting the animal in the shuit ke box ), and righe aberehe tese for
corticoste rone measure ments. An independen tgroup of naive
Aepmomthenld mug e was wsed for the fore ed-swimmang tesis,

Datails of the wsts procedurs andmatedak are providal in
the supplemental dim publshed on The Endocrine Socien's
Jowrmaals Online seeb e at hegpefendhendojonmak.ong

Corticosterone and ACTH measurements

Toal comicosterone in plasma was mem wred with an in-
house RIA using a highly specific antibody provided by L
Vaudey (Universt y of Rowen, France), Cross reaaive y with e
bied com pound sudh as comisol was less than 3%, emassay
arcl interassay varia o s were lass than 1 0% and less dhan 15%,
respictively, Mawna Freeconmu osterone was estumate d by soto-
pic dibation and phisma ukafilrion as describal (14) with
some mod if icatioms demiled insupplemental dae, The distibu-
tion of "H cortic mterone bepween the different serum compo-
merts (B mmd adbummm b was caloulated from measurements of
the percant age of nonprotein bound comcosterone i craated
and hear-treawed serum (60 Cfor | hoelimirawe CRG binding
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actvity ) as descnbod previously (15), Vanaoons for the aniine
mssay wias of 13% inraassavs and less than 15 % imterassavs,
Al animal s from anexp e ment were measure din the same assay 1o
avordl mremsay vanaton, ACTH level wem maoasinad using a
commercalk i (ACTH "2 TRIA Ki, mef 24130; D isorin, Angony,
Franoe),

CBG binding capacity assay

CBG maximal binding capaciy (Bmax) was oltained by a
saturation binding ex periment asdecribed (16 ) with some mod-
vhcan ons detan led e supplesnental dat o Dotraassay and mieras
say variations were less than 10% and less than 20%, respec-
tively. All animak from an experiment were measured in the
same amay to avord intemssay vanation,

Waestern blot analysis of serum CBG and albumin

A wotalol 5 g of protein o m mice plasmawas subjecied o
10% SDS-FACE (Ready gel; Pio-Rad, Marmes-la-Coguetie,
France) and elecrroblomed on a nitrocellulose membrane ( MVl
lipore, Moldewn, France ). Afeer 24 holf s moon a4 Cmane
bmines wene incobated 1 st oo tem pesature wath sabbagans
timouse CRG aptserum diluied 110000 (@h from G L
Hammaond, Universiry of Brarsh Columbia, Vancouver, Cane
ada), Aher stoipping of the bowsd CBG antise o, the same
membrme  was culoted wath bl anomowe  albomm
LA 40 antiserum dilared 1 10000 ( Cedarlane , Ot ari o, Cane
ada) Specific antibody-antigen compleses we ne illentiliod using
a homeradish peroxidaseb beled anvir bbic antibody (Santa
Cruze Baowchmology, CA) and ECL+ dewonon  mogents
(PerkinElmer. Courtaboeufl, Franced., Chemil umine <ence was
capiurad by a Syngan ¢ detot on systam and quant ifasd by Gane
Tools s foware (Syigene, Cambridge, UK).

Gene expression by reaktime PCR

Gow expression was ovabaral by wal-vime PCR from e
verse-immer becd waal RNA, Dy miled procadure and sequence
of primers wwed are povidad in supplemenial Materiak ancd
Methuods (see also supple mental Table S15. Toral RNA was ex-
tadaal from micek illal ar 1900 h ar the beginning of the dak
phase for basl lkesel and from mice killed ar the end of the
learned helplessness vest for dress levels Relative quantification
of targer mENA levels, mormalized wih 185, wascaloulared with
the SDS2.1 softw a e (PerkinE Imer, Coun abou I, Frnce).

Statistics

Seatistic s were cakoulated with the sofew are Graphl’ ad Prism
S0 (5an Daggo, CAL Data are presanvald as mean & s, Ones
way ANOWVA with Tukey post-hoc et was wed lor gene ex-
pression, CBRG binding capacity, total and free < ortcosterone,
Two-way ANOVA follbwal by Bonferomni post-hos test was
v For circa dian vamation of comomeemne n plasma md for
bemetics of s tress pesotiv ey, Comaoos terone dhity were g trans-
formed before analysis, and repeated measres parmmerer was
vseed whana pproprote, Nonparamatric Kaiskal-Wa llistese was
vsed for belavioml ests except for cocaine sersitiznon anae
Iyazed by two waygenotype < chy ANOV Ao repeated measures
follo wed by paired rresewithin ge notype. On graphs o e syrbaol
(*or¥) indiates a P < 005, oo spnbols P < 0,01, and three
symibols P< 0,001,

endo endgourmalong &1

Results

Generation of transcortin-deficient mice

CreflloxP system was used to obrain Chg floxed mice
that were bred with the previously described CMVCre
cransgenic mice (13) to obtamn Chg knockour animals.
Chg+/+, Chg+/=, and Chg=/= mice were lintermares
obtained by breeding Che 4/~ males and females. Suc
cessful knodkout of CBG gene was confirmed by several
experiments (Fig. 1), Quantimove real-time PCR showed
no expression of Cbg gene in liver of Chg—/= mice and
502 ofmRNA levdsin Chg +/ = compared with wildrype
(ANOVAF = 21.5,P < 0.0001) (Fig. 1A). This was con-
firmed by Western blor analysis on plasma of three ani-
mals of each genorype using a speaific mouse CBG anri-
serum (Fig. 1B}, Albumin was revealed on the same
membrane using a speafic mouse albuminantiserum. No
qua nararive differences were found berween genorype for
albumin levels. Finally, CBG maximal binding capaciry
was assessad in each gaotype. In wild-ry pe males, values
were found closcto those previously reported : 136 = 49
es. 144 = 21 (o) in Cole & al. (17) for example. As
expected, maximal binding capacity was found 1o be
markedly decreased in Chg—/~ mice, and Chg+/- ani-
mals show inermediare levels between wild type and
Chg—/— (ANOVATF = 33.6,P = 0,0001) (Fig. 1C). The
dismbution of cortuwsterone bound to eitha CBG or al-
bumin was estimated as described {15), considering that
albuminbinding s resistant 10 a 60 C heating e reatment of
phisma, whereas CBG binding is inactivared ar chis rem-
perature (Fig. 1D} The percentage of wrticosterone
bound 1o albumin as well as the free fracuon rose dramat
ially in Cbg=/= and very moderately in Chg+/- com-
pared with Chg+/+. In Chg=/= mice, we found residual
“CBG” binding (Fig. 1, C and ) thar proba bly relatesro
une pecific binding ro hear labile proteins in plasma.

HPA axis basal activity

The consequences of CBG deficiency on basal FIPA ac-
nvity were addressed by measuring rotal corucosterone
duringthedivmal cyclein a mmalsfedad libitwwm (Fig 2A).
By rwo-way analysis on log-transformed roral cormicosre-
rone data, we found a genotype x time nreraction not
quite significant (Fy 7p = 2.0, P = 0,06 ), a very significant
genotype effect (F, 5, = 184, P < 0.0001)and ime effect
Fyz=26.8,F=0.0001). By using Bonferroni post-tests,
no difference intoral plasma oo rticosterone was detected
berween wild-type and heterarygous Chg+/— micearany
ame. However, Chg—/— animals showed markedly re
duced kevels of plasma comicosteronc attheend of t he light
and begimning of the dark phase compa red with Chyg+/+
and Chg+/= (P < 0.01), Total and free wonticosterone
levels were estimated in the plasmaof new groups of mice
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AG. 1. Genemuonof mice defcient in transcomin A, Cog mRNA expremion in iverof Cbg+/+, Cbg+/-,ard Cbg-/- mice measured by reak
tme PCR (n = 6 per groug. B, Wesem biots on plasmafrom each gerotype using mouse albumin and C by antisera. €, Bmaxto comicosenne
estimated by saturation wrvein plisma § = & pir genoype) . D, Distribution of corticosterone bnding in plisma estima ted by isolopic dilution
and ultrafiltration {m = 6 per genotype ) Tulkey post-hoc tests *, Pvales of Chg=4= or Chg+f= &, Chg+/+, ¥, Pvalues of Cbg=/= 3.
Chg+ /=, One gmbo! indicates a P < (.05, two spmbols P < 001, and threw symbols P < 0001,

killed cither in the morning (09000h) or in the evening at
the beginning of the dark phase (1900 h). Total conioo-
sterone levels were similar to those reponad in Fig, 2A.
The free fraction of cortcasterone, measured by isoto pic
dilution and plasma ultrafilration, was 7.1 = 04% in
Chg+/+, 8.7 £ 0,8% in Chg+/—, and 20,5 = 0,3% in
Chg == micein the morningand 9.4 £ 0.6% in Chg+/+,
12.3 £ 0,9% in Chg+/=, and 26,0 £ 1,3% in Chg=/=n
the evening. Morning concentrations of free comicosre
raone, derived fromirhe free fraction and the roral comion-
stcrone concentrations, were significancly higher in
(g =/= comparedwithwildvypeand Chg+/= (2.7 £ 0.1

nades. L1 = 0.1 nsand 0.8 = 001 nw, respectively, F =
1080, ' < 0.0000) as expeaed becavse there were no
differences in wral conkosterone levels, Conversely, in
the evening, corresponding o the active phase of noc tur-
nal animals such as mice, no vanation in free corticoste
rone concentrations was detected between groups (F =
0,15, F = 0,85) (Fig. 2B). No sigmuhcant differences were
dacaed between groups for ACTH levels neither m the
moming(F =0.09)norincheevening (" = 0.70) (Fig. 2C).
The mENAexpressionofsome corticosteroid rarger genes
[phosphoe nolpyruvare carboxykinase (PEPCK ), ryrosine
aminomansferase (TAT), angiowensinogen, GR i liver]

B c
T“'Dﬁmﬁﬂmgmé‘l‘gq_ Free pEeTa LOTRIONMTON Plasma ACTH
5 & Chgt
;)
¥
™) - L ]
= #H oW om =n waming erwing -~y —
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AG. 2. Flasma miicoserone and ACTH lewsls at rést in targcortindeficient mice. A, Total plama comicosterons lewsls ACross the crcadian cyche
in = 5-7 per group). Thicker line on x-2dds ndicates tme when lights were off. 8, Free plasma coricostercne levels in themaming in = 56 per
group) and in the evening (n = 7-8 par grouph from mice of sach genceype. €, PBsma ACTH lewels(n = B-10 per group). *, Aost hoae Pualues of

Cbg -/~ o Chg+/
dgnficant.

ve Cbg+/+4; W, Pyalues of Cog -/ - v Chg +/ - only. One sambod indicates aP < 0.05, twvo simbols P < Q01 ng Nat
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FIG, 3. Plasma cortunsterons and ACTH sl a fer stres in transcomtin-ceficent mice, A&, Total cortcosterons ek at diferent time points(n =
5 pér genatype and time point) after 20-min re trant stress, B, e comicosterone lewBE after A0-min redtraint stress (A = -8 pir genotype) C,

ACTH levels afver swess i = 56 per graup). *, Pasr hoc Pvaues of Cog=/= of Cog /= v Cbg+/+: ¥, Prualues of Cog=/= vs Cog+/= anly.

Ore symbolindcates a P < 0,08, two symibok P < 0.01,and free ssrmbok P < 10,001 . ns, Not significant,

and/or genes involved in the HPA axis regulation [CRH
recepor 1 {CRHR 1), proo piomelanocarin (POMC), GR
in pituitary; CRH, GR in hypothalamus, CRHRE1, GR,
ME in hippocampus] was estima ted by real-time PCR in
tissues dissected fromanimals killed in the evening (sup-
plemental Table 821 No significant difference was found
berween genotypes for any genes i any tissues tested.

HPA axis reactivity to stress

Aftera 20-min restraint stress, there wasno significant
gamotype x ame interaction by two-way ANOV Aanalysis
on log-transformed data of total comticosterone valuss
(Fgas = 1.6; P = 0.14) (Fig. 3A). However, them were
sgmificant genotype (Fy gy = 27.5;P < 0.0001) and time
(Fy g5 = 4045 P < 0.000 Ljeflects. Cbg —/— and Chg+/
mice showed altered levelsofcorticosterone response a frer
stress with reduced pak levels compared with Chg+/+
(115.9 £ 156 ny m Chg=/=, 2296 £ 54.6 nM n
Chg+i=, and 508.7 £ 674 na in Chg+/+ act = 20min).
Atver 20-min stress, signibicane ditferences in free comioo-
sterone levels were deteaed berween genotypes: Chg+/+ =
784 5.5, Chg+f= = §57.5 % 6.0 nwm, and Clg—/- =
50.9 £ 5.4 ny (ANOVA, F = 6,75, "= 0,006, Fig. 3B).
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Thus, free wrricosterone levels increase after srress in all
groups compared with basal levels (~15-18 nu for cach
group at rest; Fig. 2) but to a lesser extent in transcotine
ddigent mice. ACTH levels showed a tendency for higher
levds in CBG-deficient mice as expecred a lkhough the dif-
lerence was not significane (P = 0,07} berween groups
(Fig. 3C).

Behavioral reactivity to mild stress

To evaluare the impaa of CBG deficienyy on behay-
ioral reacoviry, groups of mice from each genotype were
submitted to a bastery of moderately st ressful behavioral
tests. Chg+/= and Chg —/= mice exhibited behaviors in-
disanguisha ble from thar wald-ty pe licermares inthea e
ovity cage and open hicld tests that provide measures of
lecomorion and explora non under modera e stress (Fig. 4
and supplemenml Fig. §1). In addition, mice from all ge-
nat ypes showed simib r anxiety-related be havior as mea-
sured inthe time spent in the center oftheopen- field (sup-
plemental Fig. 1) and the nme or frequency of entries in
the open arms of the devared-plus-maze et (supplemen-
ml Fig. S2).

Locomotor activity over 72h

——Chgeh

0 0B R

1§ aNITASF DN S495T818560 T

thmse (h)

FiG 4. Locomotor activity of transcorin-defioent mae. A, LaCOMOOr ACTiity in & novel emvronment was évaluated afer the first exposure to
Adtivity cages during 3 h. B, Basal lacomator Activity was measured during 3 din activity cages after 3 hof habtuston to the cages n = 10=12

per goup
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FAG. 5. Laarned helplessnes behavior in ta soartin-geficient me, Laarnsd helplesnes was svaluated ina shultke box afer exposu® 1o two
we45ions of ine s apable foot ihadks. The combned mauls of two indépéndent groups ane préséntéd (n = 15-18 pér genotype). *, Post hod P
waluesof Ceg+f - or Cog—i- vs. Cog+/+. Onesymbolindi@esa P < 005, svormbols P < Q.01, nb, Nurber.

Depression-like behavior after intense and
unontrollable stress

We used the learned helplessness. paradigm 1o evalua e
despairlike behavior after an intense and uncontollable
sress. This pa radigm is reportad ro show very good fce
validiry and rohave a good predicnv e validiry for depres-
sive states with both benzodiazepines and lithium being
clfective in reversing helples sness (18). After two sessions
of unpredicable and wnconerollable footshocks  pers
formed on 2 consecut ive days, learned helplessness behay-
ior wasassessad by the numberof escape failures, escapes
in reacton to the footshock, and avoidances in a shutte
baox. Therest wasduplicated in nwoindependent groups of
mice and showed a similar panern of responses. Thus, the
data were combined for fimal analysis (Fig 5). Compared
with wild-rype mice, Chg mutane mice displayed a signif-
icantly inereased number of esca pe faillures { Krus ka |-'Wal-
hs test, PP = 0,002, In addivon, there was a endency lor
a lower number ofescapes i reac ton to the fooshocks in
both Chg mumns mice (P = 0,07). Finally, the number of
avoidances was significindy deaeasad in both Chg+/-
and Chg—/— compared with wild rypes (P = 0.0015). On
the second group of mice tesred for learned helplessness,
we have collected blood samples to evaluare comicoste

rone levels in the mice. Blood sampls were collectad by
il nick first just before the rest for basal values, then the

morning after the fooshack sessions, fe. just before the
mice were submitted to the shutde box, and finally by
ardiac punaure at the end of the experiment when ani-

mals were killed. Free corticosterone and CBG were eval-
uared only ar killing rime because high plasma volume is
required for the assays . and nssues were collecied or gene
expression analyss. The results are summarzead m Tale 1.
Toral corncosterone values before the westare inaccordance
with expecred kasal cor costerone morning levds. In rhe
marning a frer the 2 d of foatshocks, tota | comicosteraneval-
wes were ¢levated in all groups. Just ak erthe shaeele box tes
at the end ofthe whole e xpenment , total co micoste rone levels
were greatly ekvared for all groups with lower levels for
(R G-deficient mice (F = 31.3, P < 0.0001)as expected from
Fig. 3. The free fraction of corticostenone was greatly in-
aeased in Chg+/+ and Chg+/— but maderarely in Chg—/—
anmmals compared with the valus observed in unstressad
anunals, v vams of concentranons, free corticostaone was
tound significantly reduced in Chg-dehicient mice oo mpared
with wikd type (F = 35, P < 0,05), 22% decrease for
Chg+ /=, and 31% for Clg=/=. Addinomally, we found a
positve wrrelason between the number of avosancs ol
served inthe learned helplessness rest and the bree cormco-
sterone concentragon (r = 0.43, P < 0.05; see supplemental
Fg 53). To evaluare wherher thisreduced free corncosterone
in plasma t ramslates into reduced glucocomicoid gene aai
vation in the brain, we evaluared the exprasionof varous
gencs in brain tssues of the mice dissacted after the learned
helplessnessrest (Table 1 and supplemenal Fig, S3). Signif-
wcantdifferences berween penotypes were derected for Egr-1
mBRNA in hippocampus with an approximardy 40% de
areascin ranscoermn -defia ent mi ce compared with contrals.

TABLE 1. Corticosterone, CBG during the leamed helplessnes test

BG+/+n=T CBG+/=n =8 CBG=/=nm=9 P {ANOVA)
Total [B] before LH testid 1) (mu) 120+ 2.3 92*14 136211 N5
Total B]]bﬂn-mlemhtestEdE}{mﬂ 282 =49 HN2=79 196 =30 NS
Total [B] after LH test (d 3) (nm) 363.5 = 20.2 253 = 19.7 1705 =91 P = 00001
9 free B after LH test(d 3) 199=07 222*133 27.5=20 P =009
Frese [B] after LH test 4d 3) {red 720 3.6 556 £ 8.5 19.7 £ 46 P=003
CBGBrnax after LH test (d 3) (nw) 133.8 2 91 1.5 £ 154 36.7 223 F=0.004
Eg-1 mRMNA expresion in hippocampus 1.21 016 1.06 £ 013 073 01 F=0.04

(relative mRNA abundance)

LH, Learned haplessness; NS, mot signifiam.
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FIG. 6. Paidvecoping behauor of ranicorin-defident mice in the Parsdt forcad-snimming tem. Floating bahaicr wisd erdlusted for 6 minin 25
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Toevaluate the helplessness behavior ina different par-
adigm, we have submitted new groups of mice to the
forcad-swimming wese (Fig 6). On the hese day of west,
there was no significant diference berween groups by
Kruskal'Wallis test, although a clear rendency for in-
creased immaobility of rhe Chg —¢/— mice isobserved. Thi
nonsigmbicant result can be expliined by a grear disper-
son of Chg+/= mice scores as Chg=/= immobility ume
issignificantly different from Chg+/+ by riest (P <0.05).
The second day of resy, Chg+/+ and Chg#/— mice in-
creasad ther levels of immability to readh those of the
Chg—/— mice. Forty-cight hours later, all mice were sub-
mitted to a 1-h restra int stress , then lek undisturbedfor3 b

before submiting themto the forced- swimmingtest. This
procedure had been used by others (19) to stimulate the

CRFsystem before the behaviora leest. In these conditions,
a significant effect of genotype was found by Kruskal.
Wallis cest (" = 0,02), bach the Chg+/+ and Chg+/-
showal an acove Ixchavior with decreased immolnhiy
time, whereas the Chg—/= remained with high levels of
immobiliy time,

Cocaine-induced sensitization
Locomotor response o cocaine-anduced sensiviz non is
a phenomenon known tabe corticostarone-dependent in
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FIG. 7. Latamolar repon & 10 ooang adrmindration in ranscartn-defident mice. A,
Locomator fesponss 1o & single 20 mgfig inpction of cocaine was evaliated in activity
cages for 2 1 in mice of each genotype (n = 6 -7 pergmup). B, Senstizmton of locomotor
respanse 1o cocane was evaluaed in mice of each genotype sfter repasted injections for
5dof 20 mgikgof coane and a challenge with the same dose at d 14 (n= &% per
growp). *, teest Pyalyes comparng d 14 tod 1 within @ genotype. One s»mbal ndicates a

rodents (4 ). Because our previous resuls suggesited that
CBG dehigency induces a glucocorticoid hyposignaling
after sumulamon of the HPA axas, we thoughe that oo-
aineinduced sensinzanon would be a good funcrional
test of glucocon icoid signaling e fidency inthe transcor-
tin-deficient mice. To evaluare the role of CBG levels on
aocaine sensitization, the lowomotorresponse of mice atver
administranon of saline or coaine ip was measured in
acnviry cages. Acute 200 mgfkg of comine administration
produced a significant inareasein lacomorion in allgroups
with no differencebetwean genotypes{Fig 7AL However,
sensitization to cocaine revealed differences berween
groups (two-way ANOWVA, genotype x day interaction:
Fiy2 =7.7,P = 0.017). After repeared ad minist ration of
20 mgfkg of wocaine over § d, locomoton inareased pro-
gressively in wild-type and Chg+ /— mice, and achallenge
gven ond 14 praduceda significant inareasein locomator
acaviry in wild-type and a maderate rise in Chg+/— an-
wmals (paired ¢ test d 14 25, d 1 wathin a genoype, P =
0,005 and P = 0,038, res pectively ). However, this sen-
SIEiZario n to cocaine interms of locomotor response was
ound wally suppressed in Chg=/= muce (P = 0.51)

Fig 7B).

Discussion

In the presem work, we produced a

model of genenc transcortin vanability
X with anmimals displaying 100, 50, or 0%
of liver Chg mRNA and plasma CBG
protein. Our exploraton of the HPA
axis regularion under basal condirions
showed dara similar ro those obtained
in the few human patients deseribed
with heterozygow or hamorygous null
muration in the Serpina 6 gene encoding
mramsaortin. Indeed , bothin mice and hu-
man, absence of CBGleads to markedly
decreased roral glicocorncoid levels
across the circadian gpde, clevated free
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fractionof glucacon icoids [ ~20-30% ), elevared albumin
bound fraction ( ~40%), and no apparent change in free
glucocomicoid peak concentrations (Le. morning in hu-
nan and evening i mice ) (20, 21). For mutant mice with
only ore Chg-dehiaent allede like in human pacients wich
507 CBG levels, the free fracoon of coracostaone is
slighdy increased (12.3 vs. 9.4% in Chg+/+), bur toral
gucocorticad levels a recomparablero comrolsin resting
condirions. This absence of effect may be explainad by the
face that CBG levels are in excess in resung condirions
[68% of CBG s reported to drailate unbound in many
species (8)); thus, a 50% ddiciency in CBG s still enough
for normal basal glucocarncoid binding As in human
CBGeddiciant patiencs, basal HPA axis regulation was
not impaired many mice groups. Indeed, ree corucoste
rone levelsat the beginning of the active phase weresimula r
across genotypes. Second, no significant differences were
found in the express on of glucowrticoid target genes or
in genes involved in the regularion of the HPA axs in
resting condinans. Third, the pattern of secretan of cor-
ticasterone over the circadian cyce was similar berween
genotypes. Thus, these dat confirm that the basal carn-
costerone tone and the regulation of the HIPA axis are
driven by free and nor rotal comicosrerone. Conrrary
o imerpraarions by others, we therefore believe rhar
Chg /= mice are a gnod model forthe huma ncondition
of CBG deficiency (22). In their study of another mause
model oft ranscomin deficency, Petersen et al. (23) defend
the idea that their CBG knockout mice arc unable to
“sense " appropriately free conicosterone levels, based on
their observation of elevated free comicosterone concen-
tranions m Chg=f= mice together with elevated ACTH
levds. However, we have sevaal concans from the mea-
sures done in this smdy: blood was collecred only in the
morning, /.. at the nadir of the circadian peak of corn-
costerone the tonl comcostarone and ACTH valuespre
santed correspond roswess levds, and the froe fracnons of
corticosterone are very low (~0.7% for Chg+/+ and
~15% for Cbg—/~). In our hands, ACTH levelsarcon the
high end compared with previous work that found con-
centrations around 100 pg'ml at rest in the moming, but
we found no stanstcal differenoe between genotypes.
Furthermore, we did not find differences bemween ge-
notypes in CRH mBNA expression in hypothalamus,
Afer stress, the CBG -deficient mice showed a parmrern
of asrricosterone secretion similar w rhe wild-rype aon-
trols, £.e. a marked increase of tom| corbcosterone levels
llowed bya progressive return to basal levels. However,
the elevanon of il articosterone levels in CBG-deh-
aent mice is moderate for Chg+/— and wea k for Chg—/—
compared with Chg+/+. In thee stress condinoms , CBG
levels are saturated with cor icosterone binding and i a

Endoainology, February 2010, 151(1)1645-658

quicker way in Chg+/— than Chg+/+, explainingthe dif-
ference intotal conticosterone values. Furthe rmore, again
in contrast to rest levek, the greater free fraaion of cor-
acosta one intranscortin-deficient mice does not compens
sate the smaller corncosteronernseafier the 204min stress,
Consequently, fr ec corticos ierone levels ar e subnormal in
the mutantmice. These resuls indicate the importantrole
of CBG in derermining glucocorncoid pool size (i.e the
mass of cortisol/corticosterone circularingl and are in
agreementwith previous dara obrained in human subjeas
where CBGwas shown to influence cartisol halfdife, pool
size, and volume disribution (24). Precise evaluadon of
cartcosterone clearance is difficult o assess in small a e
imals such as mice because it is very rapid. In their study,
Petersen ef @l (23) found that 5 mun after smecuon of
miated wrticosierone, there was 10% leftof the radio-
acuve steroid i the plasma of Chg+/+ vs 2.5% in
(hg=/=, suggesting a 4-fold higher clearance in mumn
mige. This higher clearance may explain our finding of
similar kinetics of plasma worticosternone after sress de-
spite subnormal free corticostierone concentrations in
transcomin-deficient mice,

These resulis of aleered nise in free comicosterone after
stres s in our Chg- de ficient mice prompred us roevaluare irs
possible impact on behavior in Chg-deficient mice. Our
beha vioral dara show that insituat ions of low or moderare
stress Chg—/—, Chg +/—, and Chg+/+ mice are indistin
guishable with respact to exploration and ansiet y-related
traits, Petersen er al (2 3)found diminik hed acivity scores
in Chg—/= mice t hat they atnbute to fatigue syndrome,
It may be that they did their measures in the habimanon
phase and/or m more swesstul condinons. Our results on
72 hot acovirty recording do notsupport the hypothesis of
inaesed fangie in cur muane mice, and anyway, we
bdieve that fanguesyndrome canner berecapimlared sim-
ply by a measure of locomoror acaviry. Similar observa-
nons of aquivalent exploranon and anxiery waremade in
mice with alterad levels of GRs, Indeed, GR+/— mice
showing S0% reduction in GR expression and YGR mice
that have twice the amount of GR compared with wild-
type animals, all display equivalent behavior in basal-or
mild-stress situations (25). In addinon, no differences in
general acuviey or mespent inthe center of the o pen held
were observed in mice models with brain-speafic GR or
MR genetic manipulation (knockour or overexpression)
(26 -29). Collecnvely, these dam suggest thar variarion in
glucocor icoid signaling has no or little impact on explor-
atory and anxiety-related behaviors afrer a mild stress.

However, in paradgms of intense and unconwollable
stress, transcortin-deficient mice displayed dear altered
behavior compared with wild-type mice, First, manscor-
tin-deficient mice showed markedly increased learned
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helplessness with a higher number of escape failires and
decreased number of avoided foorshocks. Furthe rmore,
we demonstratad that thae behavioral responses are as-
sociated with decreased levels of free comicosterone in
Chg-dehiciere mice in plasma a nd decreas od expression of
Egr-1 genein hippocampus, Recendy, Egr- 1 was shown to
mediate swessrelated behavioral effects of glucomra-
coids in hippocampus (30) ks deara sed expression is in
aacordance with reduced gluoocormionid signaling in the
brain of our murant mice, because the rapid (within 30
min) modification in Egr-1 expression is smrictly regulared
by glucocorncoid levels in brain independently from
MAPK pathway signaling (30). There wasno difference in
the expression of theother genes tasted. Because we killed
the animals just after the west, it is not surprising thatonly
immedhiate early genes suchas Egr- 1 were found attected.
Basal levels of wial cormcosterone were altered in cach
groupon d 2, showing thar the mice had not recovereda
normal HPA tone after 24 h. Whether CBG levels were
suppressad in Chg+/+ and Chg+/— 24 h after the foor-
shocks as reported in rat (31) could not be assessed be-
cause the blood velume collected atthe tail of the animals
was not sufficient,

Overall, our dara are in good agreement wit hiche lier-
arure, because low glucocorricoid levels have been asso-
ciared wirh increased karned helplessness in rars. Indeed,
both adrenalectomy and treat ment with the ghicacomicoid
antagonist RULS486 enhanoe the development of learned
helplessness in Sprague Dawley rars, an effect that is re-
versed by corticosterone (32}, Addicionally, the congeni-
tal learned helpless rat, genaically selocted for suscepu-
bility to leamed helplessness be havior, has basal
cortigosterone levels similar to conerol ammals, bur ex-
hibirs corricosrerone hyporesponsiveness 1o major smres-
sars, similarly ro our Chg+/— mice (33). Finally, the
GR+/= mice show increased learned helplessness, no dif-
ferences in basal and slighdy higher corticosterone levels
after siress (25). The latrar finding is nor contradictory
with our data because devared corncostaone levels will
not be effeanve in the brain of GR+/= mice. This highe
despairdike behavior found in Chg-dehicient mice was
confwmed in the forced-swimming test where Chg=/=
paricular showed a higher immobility rime compared
with Chg+/+ especially if 1-h restraint is performed be-
fore the forcedswimming test. Secoand, our results on
cocaine sensitization are in acoordance with decreased
brain glucocorticoid signaling in transcartin-deficicnt
mice. Indeed, we found that sensitiza ion of the locomao-
tor response o cocaine is clearly suppressed in Chg—/—
mice andonly a moderate semsitzation isseen in Chg+/—
mice, Glucocorncoid faciliation of drug sersinzanon sa
phenomenon described 20 yr ago in rats. Adrena kecromy

endoendojournaorg @57

resulting in deplerion of gluicocomicoids was shown ro
suppress amphetamine sensit zacion in rat but can be re-
stored by dexamethasone replacement (34). More ne-
cently, cocaine sansinzaton was found suppresed in
mice ddetad for brain GR (35) and ncreased in mice
overexpressng the GR m the cantral navous system (28),
Theretore, our endocrine as well as behavioral results
all converge 1o the finding of decraised glucocomcoid
levds and signaling in Chg-defident mice after sirong
stress. Overall, cur dam are not contradicrory with the
findings reported in the study of Petersen eral. (23). The
main difference berween the wo studies is the free gu-
aocorticoid response after stress that we found reduced,
whereas Petersen et al. (23) found it increased or equiva-
lent compared with wild-types animals, Therelore, we
wonelude thar Chg deigency leads w an insufhcient glu-
weortioid response 1o stress but normal resting levels,
whereas Perersen et al. (23) believe rhat ranscorun defi-
aency resubs in increased ACTH acaivity and hypore-
sponsivenssto glucoorricoids even inresting condirio ns.
We cannat rule out that the a ppare nt discrepancy in free
wont icosterone levels stem from the models thems elves, for
cxample the influence of the genaic lackground, but we
tavorthe idea of methodological differences. To our ben-
efit, our resules fir berrer 10 the human condition of
rransanrrin deficiency than Perersen er al. (23) dara.
Both hypercanisolemia and hypocomisolemia have
been reported o be associated with de pressive stares in
human subjess (36=38). The hy pocortisolismusually re
sulting from exhaustion of the HPA axas as a resule of
dhromic stressis often associated with deprossion in fibro-
miyalga, burnout, and chromic fatgue syndromes (1,39),
Down-regulation of the HPA axisis also repored in atyp-
il depression linked wirh farigue and hyperphagia lead-
ing o increased body mass index (38). The increased
learnal hdplessness associared with low coricosterone
levds observed in our deficient mice is congruat with
these depression subtypes. The role of insuffiaent glu-
cocorticoid signaling in the pathophysiology of stress-r e
lated disorders has been reviewed recently (40), According
w0 the authors, both hypocorusolism and decreased glu-
wcortioids responsiveness are found associated with
smress-relared pathologies. As predicred by rhese authors,
aleragon in binding protein such as rransco riin may lead
w hypocortisolism and to decreased glucocmrricoids sig-
naling thar will then influence the development of s mess-
related dsorder «. Thus, the dataobtainedon ourtransoore-
tin-deficent mice fit with this hy pothesis. Intercstingly,
mostof the patents genetcally deficent in CBG display a
depressed mood, fatngue,a ndhavea highbody mass index
{20, 21, 22). Such severe CBG mutioons are rare, but
variations in plasma tramscortin levels are very frequent in
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human (41) and ammal populations (11, 42). This van-
abilicy may be genet i or secondary ro inra ke of es mogen-
wontaiming contrace puves samulating CBG producmon,
or due 1o vananens in insulin or 1L-6 levels that inhibit
ransaoron (43-45).

In conclusion, we show thar parnal or roral deficiency
of plasma ranscornn in mice does noraffect the HPAaxis
functioning in resting conditions but leadk 1o glucocormi-
coid hyposignaling afrer an intense stress and increased
depression- like behaviors. The pumanve role of corticoste
rone-CBG complexes on membrane receptors proposed
by some authors (46, 47) has nor been snudied and there
fore camnot be excludal. Thus, ranscoran playsa subtle
but aitcal role in endocrine and behavioral stress re
sponses that may explainthe vulnera biliey to Fatigue and
depressivesymptoms intranscortin<deficient patic s, For
noreinformation, seethesupplemental daca published on
The Endocrine Society’s Journals Online web site at
hitpedendo.endojoumals.ong,
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Chapitre 1

Su tary Material and M s
Behavioral studies:
Activity eages: A ctivity was tested in 16 indivi dual cages The door, floor, and ceiling of each

cage are made of wire mesh and the side walls are made of 10mm  thick ransparent Plexig ks
(Imetronic, Pessac, France). Ambulation (crossover between the inferior beams) and reaning
activity (breaks of beams placed at the wp of the cage) were quantified in Smin bins with a

camputer program (bnetronic, Pessac, France).

Open field: The appamus made off white coated plywood was a square arca 40 x 40 em) with
I6-cm high walls. The floor was divided into 16 squares (10 x 10 an). Mice were placed in
the central area and allowed w0 explore freely for 10 min. In order o allow the observer 1o
remain ouside the expenmental room, behavioral sessions were recorded with a ceiling-
mounted video camem and analysad wsing specific software (The Observer, Noldus,
Wageningen The Nethedandsy The wml number of squares crossed named “distance
tmvellad” was recorded as an index of locomotor activity. The percentage of time spent in the
center (four inner squares ) and the percentage of tme 1nlocomotion (ve sus immobilityy were
recorded as index inversely associated with anxiety. Berween animals, the open feld was
¢leaned with 7076 ethanol and dried with paper towels 10 remaove olfac oy cues.

Elevated-plus-maze: the apparatus consisted of two opposing cpen arms (30 x 8 an ) and two
opposing closed arms (30 x 8 x 15 ¢m) exiending from an 8 x 8 ¢cm central platform and
clevated 1 m from the ground. The floor of the maze was made of plvwood with a white
adhesive wpe coating and the walls were made of black-painted steel. Grip on the open arms
was facilitated by indusion of a small edge (1 an high) around their perimeter, made of
tmmsparent Plexiglas. Each mouse was placad onto the central platform lTacing an open arm o
intiate the sesgon and lefl 1o explore freely for 5 min. Parameters recorded were number of

open and closed arm entries and time spent on the various sections of the maze. The mouse
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was considerad 0 be on the central plattorm whenever two paws were on il and in one of the
arms when @l four paws were ingde, As before, behaviorad sessions were recorded with a
celling-mountad video camera and analyzed using specific software (The Observer, Noldus,
Wageningen [The Netherlands ). Between mumals, the maze was deaned with 70% ethand
and dried with paper wwels w remove olfactory cuds.

Cocatne sensfitzafone the effect of cocaine injection in mice was estimated by their
locomotor response in activity cages following a protocol similar w0 Wei et al (2004), For
acute locomolor mspome W cocaine mice were first habituated o the activity cages for 30
min, then given an ip injection of either saline or cocaine (X mg/kg) and immediaiel y placed
back in the actvity cage for 2 h. For cocaine-indwe d belavioral sensitization, mice meeived
daly injectins of 20mekg cocaine for § eansecutive davs md their activity was recorded as
before. They were lefi undisiubed for 8 days and then given a challerge with the same dose
of cocaine (day 14).

Learned helplesspess: Anmmals were Ninst exposed 10 a transparent Plexiglas chamber (30x 24
x 22 am high) given access to the different visual-spatial cues in the experimenial room. The
Moor of this conditioning chamber comsis ed of stinless steel rods (2 mm diamete 0, spaced 5
mm apart and connected 1o a shock generator (Imeranic, Pessac, France). The four sides of
the chamber and the rods of the MMoor were cleansd with M % ethanol belore cach inal,
Amimads received 264 inescapable foolshocks (0150 mA) on (wo conseculive days,
respeciively. The footshoeks applied were unpredictable with varying shock episodes (1-3s)
and interval episodes (1-15 ), amomnting 1o atotal sesson duration of =42 min. Twenty four
hours after the second shock procedure, learnad belplessness was assessad by testing shutile
box performance (Imetrenic, Pessae, Framce). The shuttle box condsted of two equal-sized
compartments (30 x 24 x 22 cm high), which were separated by a small open gate 4 x 4.5¢cm
high). The shuttle box contained a gnd floor as previously described, through which current
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could be appliad. Aler two first minutes, a tnal staned with the presentation of a wne (70 di3,
1,5kHz) for 5 s duration, snounang a sutsequent footshock of maximum 5 s duration, The
intertrial interval was 30 s and performance was analvzed during %0 shutlle escape ials. The
following behaviorl e actions were recorded: “avoidance™ as adequate reaction o the tone by
changing 0 the other compartment immedialely, “escape” as shuttling w0 the other
compartment in reaction o the footshock, and “failues” when no attempl 0 escape was made
duning the entire tmal duration. Total bme of esting for learned hel plesspess was 27 min

Forced swimming test: ¢ach mouse was placed in a plastic cylinder (height32.5 cng dameler,
15 cm) containing 4 liters of water (16 em) at 2540 5°C. Three mice wers tested an the same
time (one from each genotype). The water was chamged bemween subjects. A mouse was
judged Noating {immcbile) when it stopped ay movements. As before, behaviaral sess ms
were recorded with a ceiling-mounted video camera and analyzed using specific software

(The Observer, Noldus, Wageningen ,The Netherlands).

Endoerinaol ogy:

free Cordfoosierone measiremenis: Briefly, 10 ul of diluted ["H Jcorticos terone imcer (70
Ci/mmol, Perkin Elmer, France, 25 pCiiml) were added 10 100 ] of plasma and incubated at
I7°C for 1 h, Then 10 pl of the mixture was spared and the rest loaded ona Centn free Nilter
device (YM membranes 30K, Millipore, Frumee) and spun at 2000g for 30 min;, 10yl of the
filtrate was memoved and counted in scintillation vials it 25 ml OptiPhase “Hisale” 2
(Perkin Elmer, The Netherlandsy as well as the 10 pl ol total corticostemne spare d{relentie).
Free corticoderone parcentage was col culated as the ratio of gpim Glirate (f ee corticosterone ¥
cpm retentate (bound corticosieroned, Free coricosieone concentration was obtined as
percentage free corticogerane multiplied by ol corticogerme concentran m meaaured by

prior RIA,
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Chapitre 1

CBG bimding capacity asay: 10pl of plasma was incubatad with 500 pl of dextran-coated
charcoal suspension (DCC) (0.5% Charcoal activated (Sigma, France), 0.05% dexiran (S igma,
Framce ) in 005M sodium phosphate luffer pH=74 contaning 1g1 of gelain Merck, VWE,
France) abbreviaed PBESG bufTer) 30 min at room temperature under continuows shaking o
remove endogencus steroids DCC was removed by centr fugation (10 000g for 15 min at
rooin emperature) and Tuther diluted (1:5) in PBSG buffer. 150 pl of diluted plasma (6 mal
dilution 1:500) was incubated with 30 gl of increasing concentrations (0.5 1 16 nM fiml
concentrations) of |'Hjcorticosterone (70 Cimmol, Perkin Elmer, France) and S0 pl of
PBSG buffer in duplicates, 20 min at 37°C and then placed for >2h on ice. For measurement
of norespecific binding 150 pl dil wed plasma was incubated with 50 pl of cold cortic osterone
(Sigma, France) (8 M) and 50 ¢l of 16 nM ['H}-corticosterone (70 Ci/mmol, Perkin Elmer,
Framce). Cold DCC suspengon was added (250 pl) 1o each wbe, incubated for 10 min and
then centnfuged for 15 mn at 35 rpm. The supermaiant was decanied and placed in
scintillation vials with 2.5 ml of Opuphase “lisale™ 2 (Pedkin Elmer, The Netherlands) and
counted. Caleulation off CBG Bmax was made as describad (Hammond and Lahteenmaki,

1983).

Gene expression: Totl RNA was extracied with TRIzol reagent (Invitrogen, France )
aceording Lo the manulacturer’s protocol, RNA qualily was evaluated with RNA MNano claps
onte a Bioamlyser 2100 {Agilent, Germany), Two pg of fotal RNA was reverse-tmmscnbed
with Superscript Il (Inwvitogen, Framce) and random  hexamers according ©  the
manufacturer’s protocol. Five pl of ¢DNA diluted 1:20 was PCR amplified vsing 10yl
of Mesagreen QPCR master mix (Ewogentec, Seming, Belgium) and 5 pl of pnmer mix at
300 aM (900aM for CRH gene) ina il volume of 20 gl onto an ABITS00 the rmaocye ler,

PCR program consisted of 40 eveles of 95°C for | 85 and 60°C for | min. All primers wene
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designad &ing the Primer Express software (PE Appliad Biosysiems) with one primer
overlupping two exons excepl for CRH gene. Sequences ol primers used wre provided in
Table S1, Specificity of the PCR reaction was validated by melt curve analvsis and evaluation
of PCR efliciency using five dilutions points of the calibrtor sample. mRNA levels of taget
genes were normalized ugng 185 RNA expression or each sample (cDNA diluted 1:2000) as
185 proved w0 be the best intemal control compared 1o evelophilin and 52 mic roglobulin
genes inour experiments, Relative quantification of normalized mENA levels was calculated

with the SID52.1 soltware (PE Appliad Biosystems).
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Supplementary Figures and Table
Figure 51: Emotional reactivity of oranscortin deficient mice in the open fidd test

Time in the cemterand wotal distance trmvelad were measirad for 10 min (= 10-12 per goup)

Dol tancm traw o lad Tire ca ey

w
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Figure 52: Emotional resc tivity of tramscortin deficient mice in the elevated plus maze test

Percentage of entries and percentage of ame spant in closed or open anms of the maze were measurad

for 5 mun, dn=10- 12 per grouph
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Tabke 51: Sequence of primars used in real-time PCR

Genes Primers S equences’ 3"
formamd ACC GCAGCTAGGAATATGGA
18SRNA  —Rolerse  GCCTCAGTTCC GAAARC CAA
Chyg Faraard ALCAGACGACCTOS CAMCC
(Serpinat ) R ] GACAGGTATACAGGGCAAGCG
R (Nrael)  —fomanl  GTGBAGGACAGE A ATTACCT
ll: c :' Hisvirss GCGLCATGCTGGACAGTT
_Foward  GGGAGAGGI TCICAATAGCATCC
Agt (Serpina®) oo erse TG TTCCTCCTCTCCTGCTTIG
PGWk F-)-MLH ST GTCATCCG CAAGT TG A
Reverse  GAGT GAGAGGGAGUGAACAGT
Tat Foraaim TAGGTT TGOCTOC TTGLAGAL
e TCACAAAGCCT TCCTCGTOC
b g ACGGAGAGCAACCIGGT OO
POl Rews — GCGAGAGGICGAGTITGCA
Crh Faraard AMAGCAGATOGCAGTCAT CCA
“Reverse TCTTCCACTGCAGCTCC ARA
F e GGG GTOG AAGG ACAACACA
MRINrX2)  —Reerse  CCTAAGITCATGCLGGLTIG
CrhiR1 Foraand Al T T
Reveme AAAGUCGAGATGAGGTT CC_A
BOMF Forammd AACCAT AMGOAC CLGGACTTG
Revenc TIGACTGECTOAGCATCACCT
_forward  AGCCGAGCGAACAACCE
Egr-1 Revenc TG TCAGAARAGGACTCT GTGGTCA

Table S2 : Relative mRN A levels in target genes in resting conditions

ChgH+ Chgt/- Chg-- r
{m=5-6) (n=9) (n=7-9) value
Liver
GR (Ni3el) (ARSI N 05840, 16 | 0641012 0&l
PEPCK (Pck-1) 1 D614 0.0 26 1.1 340 22 075
TAT (Tar) 13740012 | 1L06:025 | 1.62:0.33% 032
AGT (Sempinag) 093415 0.7240.13 0954018 0.51
Chg i Serpinat) 1.254022 | 0.6540,12 up peli ]
Pituitary
GR(NAcl) 0920009 | 104024 | 0.9%:0.20 0 60
Pome 1740026 | 1.2940.% | 0.77:0.20 0.29
Crhrl 1024008 | 0934018 | 0.70:0,12 018
Mypothalamus
GR (Ndcl) 06354015 06344012 0654012 099
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Crh 06640 14 1L.31:0.28 L0340 17 0.6
Hippocampus
GR (N3cl) 064009 | 0464000 | 0524007 033
MR (Nr3c2) 0.69:0 15 0704008 | 0764010 08l
Crhrl 0770013 | 0600013 | 0.7500.12 059
Egr-1 0.52:018 | 0662015 | 0.7240.16 074

1 D= indetecied

Table $3: Relative mRNA levels in target genes after the learned helplessness test.

Chg+it Chgti-

Chgi- P

(n=6) (n=T) (n=§) v lue
Pituitary

Crhw 0.6740.16 0514006 0426004 020
Pome FI2H008 1630021 1434011 015

H v pothal am us
Crh 173028 207030 2441043 0,50

Hippocam pus
GR (Nrdel) 1124008 LO0O%:006 111006 0%
MR (Nr3c2) 139020 230018 20761032 010
Crhwl 1 86060 187039 228:079 0.86
Egr-1 1214006 106013 073011 0.04%
BDNF 1.5740.22 200012 184424 045
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Role critique de la CBG dans I'acces des
glucocorticoides au cerveau lors

d’un stress aigu
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Chapitre 2 : Role critique de la CBG dans l'acces

des glucocorticoides au cerveau lors d’un stress

aigu

. Introduction

Nous l'avons vu dans [lintroduction générale, une réponse au stress
inappropriée, notamment due a une dérégulation de I'axe HPA devenu hyper ou
hypo-actif et réactif, peut favoriser le développement d’'une vulnérabilité au stress et
modifier considérablement les fonctions cérébrales (de Kloet et al., 2005; Herbert et
al., 2006b; Holsboer and Ising, 2010). Ainsi, 'acceés au cerveau des glucocorticoides
(libres) semble étre critique dans la sensibilité individuelle au stress. Nous avons vu
que notre modele de souris k.o. Cbg présente une hypo-réponse des
glucocorticoides libres au stress, associée a une réponse comportementale altérée
(comportement de résignation augmenté, pas de sensibilisation a la cocaine,
insensibilité au stress chronique de type défaite sociale). Ainsi, ces résultats
suggeérent fortement que la déficience en CBG ne permet pas I'accés d’'une quantité
suffisante de corticostérone libre au cerveau, expliquant alors ces maladaptations

comportementales.

Dans cette deuxieme étude, nous avons voulu démontrer que la CBG joue un
réle critique dans la régulation de I'accés au cerveau des glucocorticoides

libres en situation stressante.

II. Résumeé des principaux résultats

1) Evaluation de la mémoire de rappel en situation basale et aprés
stress : test de I'alternance séquentielle spontanée

Pour tester notre hypothése, nous avons tout d’abord comparé la réponse des
souris adultes Cbg-/- et Cbg+/+ dans un test de mémoire de rappel, en condition
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basale et apres stress, impliquant fortement I'hippocampe dorsal et démontré comme
étant corticostérone dépendant : le test de I’alternance séquentielle spontanée.

L’alternance est un comportement spontané du rongeur lié a sa motivation innée
d’explorer tout nouvel environnement (Beracochea and Jaffard, 1987). Ce test se
déroule dans un labyrinthe en forme de T (35cm de long, 10cm de large et 25cm de
haut), ne nécessite pas de renforcement alimentaire et est basé sur cette aptitude a
explorer de I'animal. L’alternance se définit par le changement de bras d’entrée entre
deux essais successifs. En effet, pour alterner, la souris doit se rappeler du bras
visité a I'essai précédent. La capacité a alterner est affectée par la place de I'essai
dans la série et par lintervalle de temps entre les essais. Les performances
d’alternance reflétent donc la mémoire de travail des animaux (Lalonde, 2002). Le

protocole de ce test comportemental utilisé dans cette étude est illustré figure 20.

Phase d’acquisition Phase test

2 essais forcés 1 essai libre

Pasd'alternance  Alternance

Stress;
infusion bilatérale de
corticostérone dans
I'hippocampe dorsal

30s. 24 Hrs !
e e P g - - -
1°" essai 2¥me egsaj Intervalle de délaiaprés la

phase d'acquisition

Figure 20 : Protocole expérimental du test d’alternance spontanée utilisé dans cette étude.

Tiré de (Dorey et al., 2011)

La souris subit d’abord une phase d’acquisition : elle est forcée d’entrer deux fois de suite dans le
méme bras, lI'entrée dans lautre bras étant fermé par une porte (intervalle inter-essai de 30
secondes). Puis, 24 heures aprés cette phase d’acquisition, la souris passe dans la phase test dans
laquelle elle est libre d’entrer dans le bras de son choix.

Ce test se déroule en 2 sessions espacées de 48 heures. La souris est effectivement de nouveau
soumise au méme protocole, mais dans la phase d’acquisition de la session 2, elle est forcée d’entrer
dans le bras opposé de la phase d’acquisition de la session 1.

Une alternance est comptée lorsque la souris entre dans le bras opposé a celui qu’elle a visité lors de
la phase d’acquisition.

Les traitements stress ou infusion bilatérale de corticostérone dans I'hippocampe dorsal (1mg/mL)
sont effectués 15 minutes avant la phase test.
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Les travaux menés a Bordeaux par I'équipe de Daniel Béracochéa, avec qui nous
avons collaboré pour cette étude, ont montré que cette tache de mémoire de rappel
est dépendante des niveaux de glucocorticoides. En effet, ils ont montré qu’un stress
(chocs électriques) effectué avant de tester la mémoire de rappel, entraine une
augmentation des niveaux de corticostérone intrahippocampique. La restitution
d’'informations contextuelles est, en conséquence perturbée, en modulant I'activité de
I'hippocampe dorsal par I'activation de récepteurs MR membranaires (Chauveau et
al., 2009; Tronche et al., 2010; Dorey et al., 2011).

Les résultats nous montrent qu’en situation non stressante, les souris Cbg+/+ et
Cbg-/- ont une performance d’alternance comparable (83% vs. 75% respectivement ;
p > 0.05).

Lorsque les souris sont testées 15 minutes aprés un stress de type chocs
électriques les souris Cbg+/+ voient leurs performance d’alternance diminuer (33%),
témoignant ainsi d’'une sensibilité a I'effet du stress. Cependant, nous n’observons
pas cet effet du stress sur les souris Cbg-/- qui présentent toujours une bonne
performance d’alternance (71%, Cbg+/+ vs. Cbg-/- : p < 0.01).

2) Mesure de la corticosterone intrahippocampique par microdialyse

in vivo

Par microdialyse, nous avons ensuite mesuré et comparé la cinétique de la
réponse a un stress aigu (chocs électriques) de la corticostérone, dans I'hippocampe
dorsal chez les souris Cbg+/+ et Cbg-/-.

Chez les souris de type sauvage, nous observons une augmentation progressive
des concentrations de corticostérone libre intrahippocampique jusqu’a atteindre un
pic 75 minutes apres le stress. De fagon intéressante, cette augmentation des
niveaux de I'hormone dans I'hippocampe dorsal aprés le méme stress n’est pas
retrouvée chez les souris Cbg-/-.
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3) Effet d’une infusion intrahippocampique de corticostérone chez
les souris Cbg+/+ et Cbg-/-

Enfin, des canules ont été bilatéralement implantées dans I'hippocampe dorsal
des souris Cbg+/+ et Cbg-/- dans le but d’infuser une solution saline ou de
corticostérone afin de mimer pharmacologiquement I'effet du stress et précisément
I'élévation hippocampique de corticostérone. Quinze minutes aprés linfusion, la
mémoire de rappel des deux génotypes de souris a été testée dans le test de

I'alternance spontanée.

Nous observons que l'infusion de solution saline dans I'hippocampe dorsal mime
la condition basale observée dans I'expérience de la partie 1). Les souris Cbg+/+ et
Cbg-/- présentent une bonne mémoire de rappel (86% d’alternance chez les Cbg+/+
et 90% chez les Cbg-/-, p > 0.05). De fagon tres intéressante, l'infusion de
corticostérone intrahippocampique entraine une diminution significative des
performances d’alternance chez les Cbg+/+ comme chez les Cbg-/- (45% vs. 41%, p
<0.05).

lll. Conclusion

Ainsi nous montrons, avec un test supplémentaire, que les animaux déficients en
CBG n’ont pas de perturbation comportementale en condition basale. Par contre, ils
sont insensibles a l'effet d’un stress effectué juste avant la mémoire de rappel.
L’expérience de microdialyse nous a offert 'opportunité de mesurer la concentration
de corticostérone qui arrive a sa cible, en I'occurrence hippocampique, et ainsi de
confirmer notre hypothese. Nos données montrent qu’en situation stressante, la
déficience en CBG conduit a une réponse suboptimale des glucocorticoides dans le
plasma et dans les tissus cibles tels que I'hippocampe. Ceci a pour effet d’altérer les
réponses comportementales au stress. En effet, en mimant ['élévation de
corticostérone aprés stress dans I'hippocampe des souris déficientes en CBG, nous

avons ainsi pu restaurer un phénotype de sensibilité comportementale au stress.

Ainsi nous démontrons que la CBG, glycoprotéine plasmatique produite et
sécrétée par le foie, est cruciale dans le transport des glucocorticoides et leur accés
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a I'hippocampe et plus largement au cerveau. Ainsi, la CBG influence indirectement,
mais de facon critique, les fonctions cérébrales qui pilotent les réponses de stress
notamment. Plus largement, nous proposons que le niveau de CBG dans le plasma
permet de définir la taille du « réservoir plasmatique » de glucocorticoides et plus
spécifiquement la fraction de corticostérone libre, ce niveau de CBG étant alors

déterminant dans la réponse adaptative au stress.

Cette étude est présentée dans la partie suivante sous forme d’article scientifique

gue nous avons réecemment soumis a un journal scientifique pour publication.
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Abstract

We aimed to demonstrate that corticosteroid binding globulin (CBG), a plasma
glycoprotein binding glucocorticoids with high affinity in blood, has a major role in
regulating free glucocorticoid access to the brain during stress. For this, we
compared CBG deficient mice (Cbg-/-) and their controls (Cbg+/+) in @ memory task,
the delayed alternation behavior. This task requiring memory retrieval in stress and
no stress conditions was previously shown to be dependent on hippocampal
glucocorticoid levels. Then, plasma and brain corticosterone levels were measured in
the basal and stress conditions by RIA and brain microdialysis respectively, for each
genotype. Finally, intra-hippocampal infusion of corticosterone through implanted
cannulae was used to mimic stress corticosterone rise.

Our results show that Cbg-/- mice, unlike controls, are insensitive to the stress
applied before memory retrieval. In the same conditions, we observed a blunted
surge of corticosterone in plasma and no free corticosterone rise in brain in Cbg-/-
mice. However, infusion of corticosterone directly in the dorsal hippocampus restored
memory retrieval impairment after stress in Cbg-/- as in Cbg+/+ controls. Therefore,
this work demonstrates that Cbg-/- insensitivity in memory retrieval after stress is due
to the blunted rise in corticosterone. More generally, these data strongly suggest that
the impact of CBG deficiency in various behaviors reported previously stems from a
smaller corticosterone reservoir in blood. Because CBG shows inter-individual
variations and is strongly regulated by environmental factors, it should be taken in

account when studying stress-induced glucocorticoid action in brain.
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Introduction

Corticosteroid-binding-globulin  (CBG) or transcortin is a circulating
glycoprotein synthesized in liver and secreted in blood where it binds ~80% of
circulating glucocorticoids with a high affinity. The role of CBG is mostly seen as
acting as a buffer of glucocorticoids by limiting the amount of circulating free
hormones. lts role of glucocorticoid reservoir and carrier is well described at sites of
inflammation where circulating CBG-glucocorticoid complexes are disrupted
specifically by the serine protease elastase allowing a massive and local release of
glucocorticoids (Gagliardi et al., 2010; Moisan, 2010). Except inflammation, CBG role
in regulating glucocorticoid access to target tissues is often neglected assuming that
CBG variation does not occur between individuals and conditions. We previously
reported that CBG deficiency in male mice led to an insufficient glucocorticoid
signalling in stressful condition impacting on several behavioral responses (Richard
et al., 2010). Low levels of free corticosterone after stress were associated with
increased “despair-like” behavior in the forced swim and the learned helplessness
tests. Accordingly, Egr-1 gene expression in hippocampus was less induced
immediately after stress compared to Cbg+/+ controls. However, hippocampal
mineralocorticoid (MR) and glucocorticoid receptors (GR) genes expression were
unchanged by CBG deficiency. Therefore, we hypothesized a crucial role of plasma
CBG in determining the free corticosterone level that can gain access to brain during
stress.

In addition to the emotional component, stress and glucocorticoids also affect
learning and memory phases i.e. encoding, consolidation and retrieval (de Kloet et

al., 1999; Schwabe et al., 2010a). For example, rodents stressed by footshocks
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before memory testing in the Morris water maze, showed an impairment of spatial
memory retrieval. Systemic injections of glucocorticoids produced the same memory
impairments (de Quervain et al., 1998). Similarly in healthy humans, a cortisone
administration impaired the recall of words learned 24h earlier (de Quervain et al.,
2000). Recently, the involvement of the MR membrane receptors of the dorsal
hippocampus was demonstrated in the mediation of the rapid deleterious effects of
stress-induced glucocorticoids on memory retrieval in mice (Chauveau et al., 2010;
Tronche et al., 2010; Dorey et al., 2011).

In the present study, we aim to demonstrate the critical role of plasma CBG in
the delivery of free corticosterone that can gain access to brain during stress. Thus,
we studied the implication of plasma CBG level in memory retrieval impairment
associated with stress-induced corticosterone rise in hippocampus. Memory retrieval
was evaluated in CBG deficient mice (Cbg-/-) and controls using delayed alternation
task (Beracochea and Jaffard, 1985; Dorey et al., 2011). Then, the time-course
evolution of intra-hippocampus corticosterone concentration after stress was
assessed by microdialysis in Cbg-/- and controls. Finally, to restore stress
corticosterone levels in CBG-deficient mice, corticosterone was bilaterally infused

into the dorsal hippocampus before evaluating mice in the same memory task.
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Materials and methods

Animals

Knock-out Cbg-/- mice (MGI ID : 4833641, Serpina6™"'™M™) were produced in our
laboratory in Bordeaux (Richard et al., 2010). Cbg-/- and Cbg+/+ control mice were
littermates obtained by breeding Cbg+/- males and females. Mice used in the present
study were 4 — 5 month-old naive male mice, 26 — 32 g body weight and have a
C57BL/6J genetic background above 95%. Animals were individually housed 2
weeks before experiments and maintained in an animal room (23°C) with a 12 hr
light/dark cycle (lights on at 0700h), with ad libitum access to food and water. Tests
were conducted during the light phase between 0800 to 1100 hours. All the
experiments were conducted in strict compliance with current European Conventions

and approved by Institutional Committee.

Behavioral task

Mice were submitted to a delayed alternation task with a forced-trial procedure,
performed in a T-maze (Dorey et al., 2011). Briefly, 3 days before behavioral testing,
mice were first allowed to freely explore the maze (one session per day, 10 min per
session) to familiarize with the apparatus. The test started the 4™ day by an
acquisition phase during which mice were forced to enter twice the same goal arm of
the maze. The test phase was performed 24h after the acquisition phase. Mice
remained 30 s in the start box. The door was then opened and animals were free to
enter each goal arm within the maze and remained for 30 s in the chosen arm. The
alternation behavior is to enter the arm opposite to that entered the day before. Mice

were subjected to two sessions per conditions (stress versus non stress) separated
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by 4 days interval, the blocked arm of the second session being opposite to the first
one.

All animals were also tested for short-term memory. Thus, immediately after the 24 h
test session was done, animals were placed again in the start-box for 30 sec for a

new free choice trial.

Surgery and histology

As described by (Dorey et al., 2011), two stainless-steel guide cannulae (26-G, 8mm
length) were implanted bilaterally 1 mm above the surface of the dorsal hippocampus
(AP =-2mm,L=%+14 mm, V =-0.9 mm; relative to bregma) on mice previously
anesthetized with a ketamine/xylasine (1:10 mg/kg body weight, Rompun; i.p.)
solution and placed on a stereotaxic frame. Mice were then allowed to recover in their
home cage for at least 1 week before behavioral experiments. Mice were sacrificed
by decapitation to collect brains and to check the exact probe location in dorsal
hippocampus. Figure 1A shows the anterograde extent and the localization of the
cannulae tips in the dorsal hippocampus. Figure 1B shows a representative
photomicrograph of coronal brain section stained with cresyl violet from a typical
mouse. The cannulae tips were precisely located in the dorsal hippocampus,
between CA1 and DG areas. After histological analysis, 5 animals were excluded

from analysis

Pharmacological administration
Artificial cerebro-spinal-fluid (aCSF: 0.9 mM CacCl,, 0.5 mM MgCl,, 2.7 mM KCI, 12
mM KH,PO4, 136 mM NaCl, 3 mM NayHPO,; pH 7.4) for control group or

corticosterone (Sigma, France) diluted at 1mg/ml in aCSF solution were bilaterally
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injected (0.8 ul per side) into the dorsal hippocampus using a constant flow rate

pump (0.4 ul/min) with a 32-G stainless-steel cannulae (9 mm length)..

Corticosterone measurement

Total plasma corticosterone was measured by an in-house RIA (see (Richard et al.,
2010) for details). Anti-corticosterone antibody was provided by Dr. H. Vaudry
(University of Rouen, France). Blood samples were obtained by tail nick and
collected in tubes containing 10% EDTA in basal condition (animal room) and after
footshocks stress. After 10 min of centrifugation at 10 000 rpm, plasma samples were
obtained and kept at -80°C. Intra-hippocampal corticosterone was measured by an
enzyme immunoassay commercial kit (Correlate-EIA, Assay Designs, Ann Arbor, M)
in the microdialysates (see (Dorey et al., 2011) for detailed method). The sensibility
of this assay is higher (18.6 pg/ml) than the RIA (5 ng/ml). Results are expressed in

percentage of variation of baseline.

Statistical Analysis

Statistics were calculated with the software Staview v.5. All results were expressed
as mean = S.E.M. Genotype and/or treatment effects on corticosterone levels and
alternation behavior were analyzed by one- or two-way factorial analysis of variance
(ANOVA) followed by Fisher LSD post-hoc tests or by repeated measures ANOVA
when appropriate. The level of statistical significance was set as p values < 0.05 in all
tests. On graphs, one symbol indicated a p < 0.05, two symbols p < 0.01 and three

symbols p < 0.001, ns: not significant.
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Results

To evaluate memory performance in stressful condition, Cbg+/+ (n=12) and
Cbg-/- (n=12) male mice were tested in the delayed alternation task in no stress
condition and 15 min after an acute stress induced by footshocks (Figure 2).
Repeated measures ANOVA showed a significant genotype effect (F(1 22 =8.04; p <
0.01), a significant stress effect (F122) = 6.2; p <0.05) and a significant genotype x
stress interaction (Fy22) = 4.45; p <0.05). Cbg+/+ and Cbg-/- presented similar
alternation performance in no stress condition (respectively 83.3 % + 7.1 and 75 % *
7.5; ns) in contrast to performance observed in stress condition (33.3 % % 9.4 in
Cbg+/+ and 70.8 % % 9.7 in Cbg-/-; p <0.01). Whereas stress dramatically and
significantly decreased alternation rates in Cbg+/+ mice (p <0.01), such a deleterious
effect was not observed in Cbg-/- animals.

There was no exploratory activity difference between Cbg+/+ and Cbg-/- since
no significant difference was observed between genotypes in the mean choice
latency to enter the chosen arm at the 24 hrs test session, both in the no stress and
in the stress condition. Stress significantly increased choice latency as compared to
the no stress condition (F(122) = 67.5; p <0.0001) but the interaction between
genotypes and conditions was not significant. Similarly, the short-term memory trial
revealed no significant difference among genotypes, or conditions (stress versus no

stress) and no significant interaction was detected.

To study the implication of glucocorticoids in the stress insensibility of Cbg-/-
mice, plasma total corticosterone was measured in both no stress and footshocks
stress conditions (Figure 3A). Two-way ANOVA analysis showed a genotype (F(1,29) =

19.96; p <0.001), a stress (F(1,209) = 4.73; p <0.05) and a genotype x stress interaction
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(F,209) = 8.64; p <0.01) effects. Whereas no difference between Cbg+/+ and Cbg-/-
was observed in no stress condition (p = 0.31), stress condition induced a strong
difference between genotype (p <0.001), Furthermore, stress condition led to a
significant corticosterone level increase in Cbg+/+ mice (+ 96 %, p <0.001), whereas
this condition changed only moderately the level of corticosterone of Cbg-/- mice (+
33 %, p=0.61).

Then, we determined how this reduced plasma corticosterone rise after stress
in Cbg-/- mice translates to brain corticosterone levels. For this, intra-hippocampus
corticosterone rise was measured in Cbg+/+ and Cbg-/- mice by microdialysis after
footshocks stress (Figure 3B). One-way repeated-measure ANOVA performed on
time-course corticosterone evolution in hippocampus evidenced significant genotype
(Faz100 = 17.87; p <0.001) and time (Fq42100 = 2.75; p <0.001) effects with a
significant genotype x time interaction (F(14,210) = 3.44; p <0.001). In Cbg+/+ mice, as
expected, the acute stress induced a progressive and significant corticosterone levels
increase from 15 min to 90 min compared to t=0 with a peak measured at 75 min
(+207.3%; p <0.001). However, this stress-induced corticosterone rise was not
observed in Cbg-/- mice that presented significant differences with Cbg+/+ mice

around the corticosterone peak (p <0.05 at 30, 60 and 90 min, p <0.001 at 75 min).

Finally, to demonstrate that the absence of hippocampal corticosterone rise
was responsible of the stress insensitivity of Cbg-/- in the memory task, intra-
hippocampus corticosterone injections were performed before the delayed alternation
task (Figure 4). Corticosterone was infused bilaterally in dorsal hippocampus 15
minutes before testing in order to mimic the stress corticosterone rise observed in

stressed Cbg+/+ mice, that is absent in stressed Cbg-/-. As observed previously in no
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stress group, a similar alternation rate was revealed between Cbg+/+ (n=14; 85.7% *
6.3) and Cbg-/- mice (n=10; 90.0% % 6.7) with a control aCSF injection. However,
corticosterone injection decreased significantly the alternation rate whatever the
genotype (45.5% = 12.5 for Cbg+/+, n=8; and 40.9% * 11.3 for Cbg-/-, n=11).
Accordingly, two-way ANOVA detected significant injection effect (F39) = 14.8; p
<0.001) but no genotype effect (F(1,39) < 1.0) and no genotype x injection interaction
(F(1,39) <1.0) .

As above there was no difference in exploratory activity and in short-term

memory between Cbg+/+ and Cbg-/-.

Discussion

An inappropriate stress response embodied by a HPA axis dysregulation
(hyper as well as hypoactivity) can lead to the development of stress vulnerability that
greatly alters brain functions (de Kloet et al., 2005; Herbert et al., 2006b; Holsboer
and Ising, 2010). Thus, access of glucocorticoids to the brain as well as intracerebral
glucocorticoid signalling appears to be critical in stress sensitivity. In the present
study, Cbg-/- mice were used in a memory task to investigate the implication of
plasma CBG levels in glucocorticoid access to the brain. This memory task,
previously shown to be hippocampal and glucocorticoid-dependent, permitted to
reveal the impact of impaired glucocorticoid access to the brain on a cerebral
function.

Our data confirmed that in Cbg+/+ control mice, acute stress delivered 15
minutes before the test session resulted in an impairment of memory retrieval
associated with a plasma and brain corticosterone increase. These results are in

agreement with previous studies using the same behavioral task (Dorey et al., 2011),
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or the contextual serial spatial discrimination task measuring also memory retrieval
(Chauveau et al., 2009). In Cbg-/- mice, the lack of memory retrieval deficit occurring
after stress cannot be ascribed to impaired motivation to alternate, nor to sensory-
motor alteration since stressed Cbg-/- mice exhibited accurate and normal short-term
memory, and the choice latency at the 24h test session was similar to that of
stressed Cbg+/+. Interestingly, this lack of stress effect on memory retrieval in Cbg-/-
mice was associated with a markedly reduced rise in plasma corticosterone levels.
Thus, these data are congruent with our previous study (Richard et al., 2010)
reporting that Cbg-/- mice are unable to promote the behavioral adaptive stress
response because of a suboptimal corticosterone surge after stress. Also, these
results reinforced our hypothesis that CBG deficiency results in lower levels of
glucocorticoids reaching target tissues such as brain.

To check that reduced plasma corticosterone translates into reduced brain
levels in Cbg-/- mice, we measured free corticosterone directly in hippocampus by in
vivo microdialysis. In control mice, we observed a rapid intra-hippocampal
corticosterone rise. However, in Cbg-/- mice no corticosterone elevation after stress
was detected in hippocampus. As free corticosterone represent less than 5% of total
plasma corticosterone, it is not surprising that the small corticosterone surge
observed in Cbg-/- plasma after stress does not translate into a detectable rise in
hippocampus. Importantly, the plasma differences found between Cbg+/+ and Cbg-/-
mice was confirmed in hippocampus. Besides, this observation in Cbg-/- mice is
similar to the effect of metyrapone, a corticosterone synthesis inhibitor, which
canceled-out the intra-hippocampal corticosterone rise that also abolished
consequently the stress-induced impairment of retrieval memory (Roozendaal et al.,

2001b; Tronche et al., 2010; Dorey et al., 2011). Correlations between plasma and
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intra-hippocampal corticosterone dynamics in response to stress were demonstrated
in recent studies. In hippocampus as in blood, the free corticosterone rise after a
stress engendered by a forced swim is similar but delayed by 20-30 min as compared
with total corticosterone response in the blood of mice (Thoeringer et al., 2007) or
rats (Droste et al., 2008). In our study, we obtained a peak of free corticosterone at
75 min after the footshock stress confirming this delayed response in hippocampus of
wild-type animals. Furthermore, an in vivo microdialysis study conducted on mice
lines selectively bred for high (HR), intermediate (IR) and low (LR) stress
corticosterone reactivity showed good correlations between plasma and hippocampal
corticosterone levels although differences between lines were attenuated in the
hippocampus (Heinzmann et al., 2010).

Finally, to demonstrate the importance of plasma CBG in brain corticosterone
delivery, corticosterone was injected directly in hippocampus with the aim to mimic
the corticosterone surge after stress that is absent in Cbg-/- mice. In Cbg+/+ as in
Cbg-/-, aCSF bilateral intra-hippocampal injections did not disturb the alternation
behavior as in no stress condition. However, the intra-hippocampal corticosterone
injection resulted, in both Cbg+/+ and Cbg-/- mice, in a significant impairment of
memory retrieval that is similar to the footshocks stress condition. Thus, Cbg-/- mice
became sensitive to “stress” mimicked by intra-hippocampal corticosterone infusion.

Thus, by providing corticosterone in a brain structure, we reversed the
phenotype of stress insensitivity on memory retrieval caused by CBG deficiency. This
study demonstrated that CBG, a glycoprotein produced and secreted in blood by liver
cells, is crucial for glucocorticoid transport and access into the brain, and impacts
indirectly on a cerebral function such as the rapid effect of stress on memory

retrieval. We have demonstrated recently that the rapid effect of stress is mediated
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by a membrane MR receptor in dorsal hippocampus (Dorey et al., 2011). Because in
basal conditions, the free corticosterone levels are similar in Cbg-/- and Cbg+/+
controls, hippocampal GR and MR mRNA expression is not affected by CBG
deficiency (Richard et al., 2010) . It is thus likely that the same non genomic process
occurred in both Cbg+/+ and Cbg-/- in condition of memory retrieval after stress but
the membrane MR were not, or not enough, activated in Cbg-/- hippocampus
(because of blunted corticosterone rise) to respond as the wild-type mice.

Our demonstration was done in dorsal hippocampus only and for a specific
memory task. However, because Cbg-/- mice have deficits in other phenotypes
related to brain function such as behavioral response to forced swim and learned
helplessness tests or sensitization to cocaine (Richard et al., 2010), we believe that
reduced corticosterone pool size in Cbg-/- will result in reduced free corticosterone
after stress in whole brain. CBG was shown before to have a major role in the
composition of the plasma corticosterone pool size that constitutes a reservoir of
corticosterone (Bright, 1995; Richard et al., 2010). In blood, free corticosterone is in
dynamic equilibrium with CBG-bound corticosterone that is influenced by
environmental factors such as temperature rise that will increase the free fraction
able to bind MR and GR in peripheral as well as in brain tissues and exert their
physiological functions (Cameron et al., 2010). Thus, an optimal corticosterone pool
will provide optimal free corticosterone concentrations. In Cbg-/- mice this pool is very
much reduced because CBG is not there to capture and retain corticosterone in the
plasma. Consequently, although an acute drop in CBG levels will increase free
corticosterone levels in blood, chronic or innate CBG deficiency (as in Cbg-/- mice)

will, at the opposite, result in suboptimal free corticosterone levels during stress.
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CBG does not cross the blood brain barrier but was detected in hypothalamus
as well as other brain regions (Jirikowski et al., 2007) but at very low levels. The role
of intra-cerebral CBG is still unclear as functional studies are lacking but would rather
relates to the fine-tuning of corticosterone access to target cells or the action of
corticosterone in cells devoid of MR or GR (Jirikowski et al., 2007). Our data suggest
that CBG major role, including for brain functions, is in glucocorticoid delivery by its
action in plasma.

In conclusion, the work presented here provide strong evidence that CBG in
plasma, by determining the glucocorticoid reservoir size, has a critical role in
glucocorticoid access to dorsal hippocampus and consequently influences the stress
effect on memory retrieval. We propose that these data illustrate a more general
process in which plasma CBG levels are crucial in the adaptive stress response as
they determine the reservoir size as well as the free fraction of glucocorticoid
hormones. Not surprisingly, CBG gene was identified as the most probable causal
gene in two independent non-hypothesis driven genetic studies searching for genes
involved glucocorticoid stress responses variability (Ousova et al., 2004; Solberg et
al., 2006; Moisan, 2010).

CBG has received little attention in neurobiological and stress studies because
of its role taking place mainly in plasma and because its levels were thought to be
relatively constant after stress. However, recent analyses have demonstrated that
CBG is thermosensitive and its affinity for cortisol drops in case of fever (Cameron et
al., 2010). CBG is also strongly regulated by cytokines (such as interleukin-6 or
TNFo), insulin and thyroxin (Gagliardi et al., 2010). Furthermore, CBG levels are
highly variable between individuals, both animal and humans, up to ten-fold

differences (Guyonnet-Duperat et al., 2006; Lewis et al., 2010). Therefore, this work
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should stimulate stress studies taking in account CBG variations and free
glucocorticoid levels, for example in stress-related psychiatric disorders in which both

hypo and hyperactivity of the HPA axis may be involved.
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Figure Legends

Fiqure 1

Representative localization of the sites of corticosterone injections into the dorsal

hippocampus

A: Reconstruction of the main sites of corticosterone injections (dotted black) and
anteroposterior extent of the sites of injections (grey hashed areas). Stereotaxic
coordinates are mentioned in mm from bregma. B: Histological controls of intra-
hippocampus microdialysis probe implantation. Photomicrographs (20X) of coronal

brain section stained with cresyl violet.
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Fiqure 2

Effects of stress (footshocks 15 min before test session) on delayed alternation

performance on Cbg+/+ and Cbg-/- mice; chance level: 50%.

* Genotype effect; # vs. Cbg+/+ not stressed

ns

100+

% Alternation
=4

xR

ho stress

B Cbg+/+
3 Cbg-/-

stress

161



Chapitre 2

Fiqure 3

A: Plasma corticosterone (nM) in both not stress and stressed (footshocks 15 min
before) Cbg+/+ and Cbg-/- mice. * Genotype effect; # vs. Cbg+/+ no stressed.

B: Time-course evolution of corticosterone in the dorsal hippocampus measured by
microdialysis in stressed (footshocks) Cbg+/+ ad Cbg-/- mice (n=8 Cbg+/+ and n=9
Cbg-/-). * vs. Cbg+/+ at time = 0; # vs. Cbg+/+ at the same time. Values are
expressed as percentage of basal values obtained before the footshocks for each
genotype.
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Fiqure 4

Effects of aCSF or 1mg/mL corticosterone (CORT) infused bilaterally in the dorsal
hippocampus 15 min before test session on delayed alternation performance on
Cbg+/+ and Cbg-/- mice (n=14 Cbg+/+ aCSF; 11 Cbg+/+ CORT; 10 Cbg-/- aCSF; 11
Cbg-/- CORT); chance level: 50%.

* Genotype effect; # vs. Cbg+/+ aCSF; + vs. Cbg-/- aCSF
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La CBG influence fortement le dimorphisme
sexuel de Ia sensibilite au stress
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Chapitre 3 : La CBG influence fortement le

dimorphisme sexuel de la sensibilité au stress.

Etude des femelles

. Introduction

La réactivité au stress de 'homme et de la femme est différente. Ce dimorphisme
sexuel bien connu est influencé par des facteurs sociaux, des différences
morphologiques et des différences physiologiques. L’axe corticotrope, notamment,
est connu pour présenter des différences liees au sexe de lindividu dans sa
régulation. De nombreuses études menées chez 'lHomme et chez I'animal en font
état (cf. partie Il. D. 1) de lintroduction générale de la thése). En effet, lorsque des
différences sont observées, elles vont généralement dans le sens de niveaux de
base et apres stress des glucocorticoides plus élevées chez les femmes/femelles
(Rhodes and Rubin, 1999). Les cestrogenes ont largement été incriminés pour
expliquer ce dimorphisme de l'axe HPA. Par ailleurs, ces hormones stimulent
positivement les niveaux plasmatiques de CBG (Nader et al., 2006). Il a été observé
chez le rat qu’en effet, les cestrogénes diminuent I'action du rétrocontréle de I'axe
HPA par les glucocorticoides par un mécanisme dépendent des récepteurs a des
cestrogénes du PVN de I'hypothalamus (Weiser and Handa, 2009). Cette action a
pour effet d’augmenter les niveaux de corticostérone. Il a d’ailleurs été observé chez
le rongeur que l'ovariectomie diminue les concentrations de corticostérone des
femelles, alors comparable a celles des males dans les mémes conditions de base et
apres stress (Seale et al., 2004b).

La dépression est une pathologie impliquant, bien souvent, une dérégulation de
'axe corticotrope. En effet, les patients dépressifs présentent généralement une
hyperactivité de I'axe avec des niveaux de cortisol augmentés (classiquement en
raison d’'une altération du rétrocontréle négatif exercé par les glucocorticoides). On
parle de dépression majeure a symptomes mélancoliques. Une hypoactivité de I'axe
corticotrope conduisant a des taux de cortisol trop faibles a aussi été observée chez

certains patients dépressifs, mais est beaucoup moins étudiée. Cette fois, on évoque
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une dépression majeure a symptomes atypiques (Bremmer et al., 2007). Il est
intéressant d’observer que le risque de développer une dépression est deux fois plus
important pour la femme que pour '’homme (Wittchen et al., 2011).

Aux vues de cette riche littérature autour du dimorphisme sexuel, il nous a alors
semblé intéressant d’étudier, dans notre modeéle d’hyporéactivité corticotrope au
stress conduisant au développement de comportement de résignation ou de type
« dépressif », quelle est la réactivité de I'axe HPA et quelle est la réactivité
comportementale a un stress aigu des femelles Cbg+/+ et Cbg-/-. Cette étude
des femelles nous permet également de nous interroger sur P'impact d’une
déficience en CBG sur le dimorphisme sexuel.

II. Résumeé des principaux résultats

1) Evaluation du trait de type « dépressif» chez les males et les
femelles Cbg+/+ et Cbg-/-

Des males et des femelles Cbg+/+ et Cbg-/- ont été soumis a deux tests
comportementaux : le test de suspension par la queue ou tail suspension test (TST)
et le test de la nage forcée ou forced swim test (FST). Ceux-ci sont classiquement
utilisés pour mettre en évidence un comportement de résignation (dit comportement

de type « dépressif ») et sont décrits dans la partie II.C. de l'introduction générale.

La comparaison des males et des femelles Cbg+/+ indique que les femelles
sont plus immobiles dans ces deux tests. Ceci suggére ainsi que les femelles de type
sauvage présentent un trait de type dépressif plus prononcé que les males. A
inverse, la comparaison des maéles et des femelles Cbg-/- ne révele aucune
différence dans les comportements d'immobilité, qui sont élevés suggérant ainsi un

phénotype de type « dépressif ».

De maniere intéressante, alors que nous observons une différence statistique
entre les génotypes des méles, aucune différence n’est observée entre les deux
génotypes des femelles. Les femelles Cbg+/+ et Cbg-/- présentent un comportement
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d'immobilité comparable a celui des males Cbg-/- et supérieur a celui des males
Cbg+/+, c'est-a-dire que tous présentent un comportement de type « dépressif ».

2) Le dimorphisme sexuel de la régulation de I'axe HPA est
dépendant des niveaux de CBG

Nous avons mesuré les concentrations de corticostérone totale dans le
plasma, au cours du cycle nycthéméral, chez les méles et les femelles Cbg+/+ et
Cbg-/-.

Nous observons, notamment au pic circadien, que les niveaux de
corticostérone sont effondrés chez les souris Cbg-/-. lls sont d’ailleurs similaires entre
les méles et les femelles Cbg-/-. Concernant les animaux de type sauvage, nous
observons que les niveaux de 'hormone au pic d’activité sont plus élevés chez les
femelles que chez les méles.

Nous avons ensuite évalué la production de corticostérone en mesurant la
concentration de corticostérone libre urinaire au cours du cycle nycthéméral (mesure
de laire sous la courbe). De maniére intéressante, nous n’observons pas de
différence de production de corticostérone entre les males Cbg+/+ et Cbg-/-. Ceci
nous indique que la déficience en CBG, chez les males ne perturbe pas la production
de I'hormone. Une fois 'hormone produite, elle est libérée dans le sang mais est
rapidement éliminée dans les urines du fait de I'absence de CBG. Ceci résulte en un
effondrement du niveau de corticostérone totale plasmatique (Richard et al., 2010).

Concernant les femelles, la comparaison statistique des génotypes chez les
femelles met en évidence, pour les Cbg+/+, une production de corticostérone
supérieure a celle des femelles Cbg-/-. De plus, nous observons que les méles Cbg-
/-, les femelles Cbg-/- et les males Cbg+/+ présentent une production de
corticostérone comparable et inférieure a celle des femelles Cbg+/+.

Enfin, la mesure de la CBG dans le plasma chez les males et les femelles de

type sauvage met en évidence une concentration plus élevée chez les femelles.
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Ainsi selon la concentration plasmatique de CBG, nous observons deux profils :

- Chez les animaux de type sauvage, nous mettons en évidence un

dimorphisme sexuel : les femelles ont des taux de CBG supérieurs aux males
et semblent présenter un profil hypercorticostéronémique, associé a un trait de
type dépressif

- Chez les animaux déficients en CBG nous n’observons pas de dimorphisme

sexuel : les maéles comme les femelles présentent wun profil

hypocorticostéronémique, également associé a un trait de type dépressif.

3) Les cestrogénes favorisent le dimorphisme sexuel seulement si la
CBG est exprimée

Les cestrogenes participent fortement au dimorphisme sexuel de la régulation
de 'axe HPA et modulent les réponses comportementales. De plus ils sont connus
pour stimuler les niveaux de corticostérone et de CBG. Ainsi nous avons
ovariectomisé des femelles Cbg+/+ et Cbg-/- et sur la moitié de chacun des groupes
nous avons placé un implant sous cutané délivrant en continu une concentration de
17-B-cestradiol mimant celle des males. Deux groupes de souris contréles Cbg+/+ et
Cbg-/-, ainsi que ces quatre groupes de femelles ainsi opérées ont été évalués dans
le TST et le FST. Puis nous avons mesuré la corticostérone totale et la CBG dans le
plasma, 5 heures apres le stress imposé par le test du FST.

Brievement, nous observons que la modulation des niveaux d’cestrogénes
chez les femelles Cbg-/- na aucun effet statistique sur les réponses
comportementales et les mesures de corticostérone totale et de CBG dans le
plasma. Chez les femelles de type sauvage par contre, nous observons que la
baisse des niveaux d’cestrogenes induite par I'ovariectomie entraine une diminution
significative des niveaux d'immobilité (donc du comportement de type « dépressif »)
dans le TST et dans le FST, et également des niveaux de corticostérone et de CBG
plasmatique. De maniére intéressante, I'ajout de I'implant cestrogénique rétablit ces

parametres.
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lll. Conclusion

En conclusion, nos données mettent en évidence que la CBG influence fortement
le dimorphisme sexuel de la réactivité au stress. De fagon intéressante, notre modéle
de souris k.0. Cbg a permis de montrer que ce dimorphisme sexuel est dépendent du
niveau plasmatique de CBG. En effet avons observé qu’une concentration trop
élevée de CBG, positivement régulée par les ocestrogénes, favorise une
hypercorticostéronémie tandis qu’une concentration trop faible favorise plutét une
hypocorticostéronémie. Ces deux sens de dérégulations conduisent a une
augmentation des comportements de type « dépressifs ». Enfin, nous observons que
I'influence positive des oestrogénes sur les niveaux de corticostérone nécessite un
intermédiaire indispensable : la CBG. En effet, sans cette glycoprotéine, le

dimorphisme sexuel n’est plus observé.

Notre modele Cbg-/- peut ainsi étre considéré comme un modéle intéressant
dans I'étude de la dépression majeure, les deux volets symptomatiques mélancolique
et atypique pouvant étre modélisés, du moins par rapport a la dérégulation de la

réactivité corticotrope.

Dans cette étude, I'absence de comparaison directe des concentrations de
corticostérone libre apres le stress entre les méles et les femelles fait défaut. Ainsi
nous avons programmeé une expérience visant a soumetire des males et des
femelles adultes Cbg+/+ et Cbg-/- a un test de nage forcée, le soir. Nous prévoyons
de les sacrifier immédiatement aprés le test afin de récolter le sang par ponction
cardiaque et de mesurer la concentration de I'hormone libre dans le plasma en

condition de stress, induit par ce test comportemental.

De plus, les échantillons de plasmas collectés aprés I'expérience d’ovariectomie
ont été envoyés au Pr. Anne Duittoz (laboratoire Physiologie de la Reproduction et
des Comportements, Nouzilly, France) afin de doser les concentrations plasmatiques
de 17-B-cestradiol (E2) dans nos 6 groupes de femelles et de confirmer que les
concentrations d’E2 sont effectivement diminuées par [Il'ovariectomie puis
augmentées par l'implant d’E2. D’autre part, nous souhaitions confirmer que les

femelles contréles Cbg+/+ et Cbg-/- présentent des concentrations similaires d’E2 au
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cours du cycle et ainsi que I'absence de CBG ne perturbe pas le cycle cestral de ces
souris Cbg-/-. Par ailleurs, nous avons réalisés des frottis vaginaux sur des femelles
Cbg+/+ et Cbg-/- sur 1 semaine (soient 2 cycles cestral, un cycle durant 4,5 jours
chez la souris) que nous avons observé au microscope aprés coloration a ’'Hémalun
de Mayer 5 % et a I'éosine 5 %-. En effet, une modification histologique de la
muqueuse vaginale s’opéere au cours du cycle cestral (d’'une durée de 4.5 jours chez
la souris). Trois types cellulaires sont observés (cellules épithéliales nucléées de
Malpighi avec ou sans filaments de mucus, cellules kératinisées, leucocytes) et selon
leur proportion il est possible d’établir a quel stade du cycle cestral se situe la souris
(Hubscher et al., 2005). La Figure 21 schématise les modifications histologiques de

la muqueuse vaginale au cours du cycle cestral chez la souris.
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Figure 21 : Représentation schématique des modifications histologiques de la muqueuse
vaginale au cours du cycle cestral chez la souris.

Nous avons observé que les souris Cbg-/- et Cbg+/+ présentent un cycle cestral
identique. De plus, le déroulement des reproductions des souris Cbg+/+ comme des

Cbg-/- est identique et les portées sont de taille similaire.

Cette étude est présentée dans la partie suivante sous forme d’article scientifique
que nous allons soumetire a un journal scientifique lorsque ces expériences

supplémentaires auront été faites.
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Abstract
Background- Sex differences exist for stress reactivity as well as for the prevalence
of depression which is more frequent in women. Corticosteroid binding globulin
(CBG) is thought to influence sex differences of glucocorticoid stress response. Its
deficiency in a mouse model (Cbg-/-) leads, in males, to an altered stress response
and an increased "despair-like" behavior. Thus, the role of CBG in female mice was
explored as a possible factor influencing female sex bias for "depression-like"
symptoms.
Methods- Emotional behaviors were evaluated in forced swim, tail suspension, open-
field and elevated plus maze tests. Additionally, corticosterone levels were measured
in plasma and in urine as well as after stress. The role of estrogens was examined by
ovariectomy and estradiol replacement.
Results- Females, both wild-type and Cbg-/-, presented an enhanced despair-like
behavior compared to wild-type male mice. Additionally, wild-type females showed
higher levels of circulating and urine corticosterone levels compared to wild-type
males. However, in Cbg-/- mice, whatever sex, these corticosterone levels were
markedly reduced. Finally, we found that in wild-type females, estrogens levels
positively modulate CBG and corticosterone levels as well as despair-like behaviors.
However, these regulations were not observed in Cbg-/- mice.
Conclusions- These results show that CBG is essential in sex differences of stress
sensitivity leading to despair-like behavior in mice. Indeed, CBG contributes to the
fine-tuning of glucocorticoids levels (hyper- or hypo-) and is an essential mediator of
estrogens action on corticosterone concentrations. This mechanism may explain part

of the sex differences observed in humans for depressive symptoms.

174



Chapitre 3

Introduction

Women and men present differential risks in the occurrence and
symptomatology of depression, with women of reproductive age being around two
times as likely as men to report a lifetime history of major depressive episode
(Kessler et al., 1993; Wittchen et al., 2011). While social factors certainly contribute
to these differences, biological sex differences are known to play an important role
(Schotte et al., 2006). Physiologic stress responses, in particular hypothalamic-
pituitary-adrenal (HPA) axis reactivity culminating in glucocorticoid release, are
believed to be involved. This endocrine system is deregulated in a significant number
of depressive patients who generally present a hyper- activity of the HPA axis i.e.
increased cortisol levels often explained by an impaired feedback regulation
(Pariante and Lightman, 2008). Although much less studied, the HPA axis
dysregulation observed in depression can also result, at the opposite, to a hypo-
activity, leading to lower or inefficient cortisol levels (Gold and Chrousos, 2002;
Raison and Miller, 2003; Bremmer et al., 2007).

Sex differences in HPA axis regulation are well documented in animal (Handa
et al., 1994; Rhodes and Rubin, 1999) as well as in human studies (Kudielka and
Kirschbaum, 2005; Kajantie and Phillips, 2006). Both basal and stimulated HPA axis
activities are generally increased in female compared to male rodents (Rhodes and
Rubin, 1999). In human studies, reported sex differences in HPA axis response to
stress are inconsistent as they appear to be influenced by age, type of stressors,
phase of the menstrual cycle or oral contraceptive intake (Kudielka et al., 2009).
Prime candidates for explaining such sex differences are circulating gonadal steroids

levels with estradiol known to increase (except during pregnancy) and testosterone to
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decrease both ACTH and cortisol (corticosterone in rodents) responses to stress
(Handa et al., 1994; Seale et al., 2004a, 2005a). Estradiol has been shown to
increase central HPA axis drive in rodents through its stimulating effects on
corticotropin-releasing hormone (CRH) and arginine vasopressin (AVP) mRNA
expression (Solomon and Herman, 2009). Additionally, estrogens are thought to
increase glucocorticoids levels indirectly by positively stimulating corticosteroid
binding globulin (CBG) synthesis as observed during pregnancy (Moore et al., 1978)
or after oral contraceptives intake containing ethinyl-estradiol (White et al., 2006;
Qureshi et al., 2007).

CBG or transcortin is the high-affinity transport protein for glucocorticoids in
vertebrate blood. This plasma glycoprotein plays an essential role in glucocorticoid
disposition and delivery to target tissues (Gagliardi et al., 2010; Moisan, 2010). In a
previous study (Richard et al., 2010), we showed that CBG deficiency in male mice
led to an insufficient glucocorticoid signaling associated with an increase of despair-
like behaviors. In the present study, by analyzing Cbg-/- females, we show that sex
differences in emotional behavior and HPA axis activity are dependent on estrogen-
induced CBG expression. First we show that both wild-type and CBG-deficient
females present "despair-like" behaviors compared to wild-type males. Then we
provide evidence that this enhanced emotional sensitivity is associated with
increased corticosterone levels in wild-type females but blunted ones in Cbg-/-
females. Finally, we show by ovariectomy and estrogen replacement, that estrogen-

induced CBG is essential for these emotional and corticosterone sex differences.
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Methods

Animals

Knock-out Cbg mice (MGl ID : 4833641, Serpina6™''"M™") were produced in
our laboratory in Bordeaux (Richard et al., 2010). Cbg+/+ and Cbg-/- mice were
littermates obtained by breeding Cbg+/- males and females. Mice used in the present
work have a C57BL/6J genetic background above 95%. Animals were maintained in
an animal room (23°C) with a 12h light/dark cycle (lights on at 0700h) and with ad
libitum access to food and water. All the experiments were conducted in strict
compliance with current European Conventions (86/609/CEE) and approved by
Institutional Committee.

All mice (8—10 weeks of age) were housed individually 1 week before the
experiments. All behavioral tests, conducted in the morning between 0600h and
1300h, were recorded with a ceiling-mounted video camera and analyzed using
specific software (The Observer, Noldus, Wageningen, The Netherlands). Previously,
vaginal smears were performed in Cbg+/+ and Cbg-/- females to check that CBG

deficiency do not disturb the ovarian cycle.

Experiment 1: Emotional behavior analysis

Male and female Cbg+/+ and Cbg-/- were submitted to a tail suspension test
(TST) and forced swim test (FST) one week later. TST was carried out as previously
described (Steru et al., 1985). Briefly, an adhesive tape was fixed to the mouse tail
(distance from the tip of the tail = 2cm) and hooked to a horizontal ring stand bar
placed 30cm above the floor. The test was conducted for a period of 6 min during

which immobility duration (s) was recorded. FST is described in our last study

177



Chapitre 3

(Richard et al.,, 2010). Each mouse was placed in a cylinder (height, 32.5cm;
diameter, 15cm) containing 3 | of water (16cm) at 25+0.5°C. The water was changed
between subjects. A mouse was judged immobile when it stopped any movements
except to remain afloat. Immobility behaviors in the FST were expressed in immobility
occurrence. Two experimentators recorded immobility and swimming behaviors every
10 s over a period of 6 min as described (Bolanos et al., 2008).

New groups of Cbg+/+ and Cbg-/- mice were used to perform elevated-plus-
maze and open-field a week later. The elevated-plus-maze apparatus consisted of
two opposing open arms (30 x 8cm) and two opposing closed arms (30 x 8 x 15¢cm)
extending from a 8 x 8cm central platform and elevated 1m from the ground. Each
mouse was first placed onto the central platform facing an open arm and then left to
explore freely for 5 min. Parameters recorded were number of open and closed arm
entries and time spent on the various sections of the maze. The percentage of time
spent in open arms ((time in open arms / (time in open + closed arms) x 100) was
used as an index of anxiety and total number of entries in closed arms as an index of
locomotor activity. The open-field apparatus was a square area (40 x 40cm) with
16cm high walls. The floor was divided into 16 squares (10 x 10cm). Mice were
placed in the central area and allowed to explore freely for 10min. The total number
of squares crossed was recorded as an index of locomotor activity. The percentage

of time spent in the center (four inner squares) was recorded as index of anxiety.

Experiment 2: HPA axis activity analyses
For nycthemeral experiments, blood and urine samples were collected every 4
hours from 0700h to 2300h in male and females Cbg+/+ and Cbg-/- mice. Blood

samples were obtained by tail nick and collected in tubes containing 10% EDTA in
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less than 2 min to obtain basal levels. After 10min of centrifugation (10,000rpm),
plasma samples were collected and kept at —80°C. Urine samples were collected
during tail nick using a Petri dish placed under the mouse and kept at —80°C.

Total corticosterone was measured by an in-house RIA in plasma and urine
samples (see (Richard et al., 2010) for details). Anti-corticosterone antibody was
provided by Dr. H. Vaudry (University of Rouen, France). Urine samples were first
extracted with dichloromethane and creatinine concentration was measured by a
commercial kit (Kit Biomerieux Creatinine cinetique) in the same urine samples to
normalize corticosterone concentrations between samples.

Plasma CBG was then measured in new groups of Cbg+/+ male and females
mice that were anesthetized with isoflurane (Aerrane, Baxter SA, Maurepas, France)
before withdrawing about 1ml of blood by cardiac puncture. Animals were then
sacrificed by decapitation. CBG maximum binding capacity was measured by
saturation curve and Scatchard analysis as described in (Richard et al., 2010) using
a standard curve of tritiated corticosterone up to 32nM.

Free corticosterone was measured in the morning (0900h) and the evening
(1900h) in new groups of Cbg+/+ and Cbg-/- female mice. Blood samples were
collected and animals were sacrificed as described above. Free corticosterone was
measured by isotopic dilution and plasma ultrafiltration using Centrifree filter device
(YM membranes 30K, Millipore, France) as in (Richard et al.,, 2010). Free
corticosterone percentage was calculated as the ratio of cpm filirate (free
corticosterone) / cpm retentate (bound corticosterone). Free corticosterone
concentration was obtained as percentage free corticosterone multiplied by total

corticosterone concentration measured by prior RIA.
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Total and free corticosterone after stress was measured in the plasma of

animals of experiment 1 immediately after the FST.

Experiment 3: Effect of ovariectomy and 17B-estradiol (E2) replacement on
behavior, corticosterone and CBG

Bilateral ovariectomies (OVX) or sham surgeries were performed under
continuous anesthesia (2% isoflurane and 2% oxygen) on mice. One week later, a
silastic implant of 17B-estradiol (OVX E2) was implanted subcutaneously into the
back of half of the OVX animals. To activate and stabilize the hormone release,
implants were incubated in gelatin-phosphate-buffered saline 24h before use.

The E2 pellets of 2cm length were prepared in-house according to the method
described by (Cohen and Milligan, 1993). These pellets produced a slow and
continuous release of E2 and have been shown to maintain estrogens plasma levels
of around 3-4 pg/ml as observed in males.

Two weeks after ovariectomy mice were submitted to a TST and then to a FST
one week later. Mice were sacrificed 5h after the forced swim. At sacrifice, we
confirmed that all ovariectomized mice (OVX and OVX E2) had ovaries removed.
Moreover, to have an indication about the quantity of estradiol production, uteri were
weighted and were related to mice body weights. As expected (Cohen and Milligan,
1993), uteri weights were lower for ovariectomized mice indicating a diminished or
abolished estradiol production on OVX mice.

As above, plasma samples for corticosterone and CBG measurements were

obtained from blood withdrawn by cardiac puncture just before sacrifice.
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Statistics

All results were expressed as mean + S.E.M. Outliers with value that differed
to more than 2 S.D. from the mean were excluded from analysis. Statistics were
calculated with the software Statistica v.8.

Two-way analyses of variance (ANOVA) followed by Fisher LSD post-hoc
tests were used to detect sex and genotype effects in experiment 1 and in
experiment 2, genotype and treatment effects (sham, OVX and OVX E2) in
experiment 3. For nycthemeral experiments, two-way ANOVA of repeated measures
were performed on genotype and time effects for plasma and urine corticosterone.
For other endocrine measures and behavioral tests, genotype effect was detected by
unpaired Student ttest. The level of statistical significance was set as p values <0.05
in all tests. On graphs, one symbol indicated a p<0.05, two symbols p<0.01 and three

symbols p<0.001, ns: not significant.

Results

1) Sex difference in despair-like behavior is not found in Cbg-/- mice

We have analyzed males and females Cbg-/- and their wild-type controls in
two tests of despair-like behavior: the tail suspension test (TST) and the forced swim
test (FST). By two-way ANOVA on sex and genotype, a significant genotype (F1,32) =
9.5, p<0.01 for TST; F1,32 = 30.5, p<0.001 for FST) but no sex effect (F( 32 = 0.29,
p = 0.59 for TST; Fus = 1.32, p = 0.06 for FST) were detected. However, a

significant interaction of sex and genotype for immobility time was detected in the
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TST (Fp,32) = 5.69, p<0.05) and FST (F32 = 9.14, p<0.001). Post-hoc analyses
revealed that Cbg-/- male mice showed higher immobility than wild-type males in
both tests (p<0.01 for TST and p<0.001 for FST). Interestingly, this genotype
difference was not observed between Cbg+/+ and Cbg-/- female mice (p>0.05).
Furthermore, wild-type females showed higher immobility than wild-type males in
both TST (p<0.05) and FST (p<0.001). Regarding Cbg-/- mice, males and females
were not found different (p>0.05 in both tests). To further characterize female Cbg-/-
emotional responses, elevated plus maze and open-field tests were performed on
new groups of Cbg-/- and Cbg+/+ mice (supplemental Figure S1). We observed no
difference in the percentage of time spent in open arms of the elevated plus maze (o
= 0.33, p=0.75) and in time spent in the central arena of the open field (tg = 0.25, p =
0.81). Furthermore, locomotor activity evaluated by the number of entries in closed
arms of the elevated plus maze (ty = 1.4, p = 0.28) and the number of squares
crossed in the open field (ts = 0.40, p = 0.70) were similar between genotypes,
demonstrating that CBG deficiency did not induce locomotor disturbances.

Given the role of CBG in corticosterone levels regulation and its previously
shown impact on despair-like behavior in males (Richard et al., 2010), we then

evaluated some HPA parameters in Cbg-/- females.

2) Sex differences in HPA regulation are not found in Cbg-/- mice

Total plasma corticosterone concentrations were measured during the diurnal
cycle in male and female mice (Figures 2A & B). Two-way ANOVA on total
corticosterone data in males detected strong genotype (Fu,9 = 19.1, p<0.001) and
time (Fuse = 17.3, p<0.001) effects, and a significant genotype x time interaction

(Fase = 7.1, p<0.001). As in males, a strong genotype (F(,19) = 26.0, p<0.001) and
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time (Fu476 = 7.2, p<0.001) effects and a significant genotype x time interaction
(Fa76) = 4.9, p<0.001) were observed in females. Wild-type females showed a higher
peak of corticosterone levels (216.5nM versus 180.5nM in Cbg+/+ males) whereas
Cbg-/- females and males have equivalent peak values (39nM vs. 41nM in Cbg-/-
males).

To know if the reduced circulating corticosterone pool in Cbg-/- mice is due to
a difference in production rate, we also measured corticosterone in urine across the
circadian cycle in the same animals. A significant genotype effect was detected
(Fa 25 = 6.74, p<0.01) but neither sex nor sex by genotype interaction were observed
for area under the curve (AUC) of urine corticosterone. Cbg-/- female mice had
reduced AUC values (152.5 + 21.0 vs. 227.6 + 18.9 in Cbg+/+ females), 33% lower
than their Cbg+/+ controls (p<0.05) but Cbg+/+ and Cbg-/- males were not different
(Figure 2C), indicating that the elevated corticosterone secretion of females is CBG
dependent.

Plasma CBG was then measured in wild-type male and female mice (Figure
2D). We observed that levels of plasma CBG were 22.4% higher in Cbg+/+ females
than Cbg+/+ males (g = 9.1, p<0.05).

To analyze the effect of CBG deficiency further, free plasma corticosterone
levels were measured during the resting phase (0900h) and at the beginning of the
active phase (1900h) on a new group of females (Figure 3). No significant difference
was observed for free corticosterone concentrations between females mice in the
morning (t12 = 0.08, p = 0.94). However, in the evening a significant genotype effect (t
7 = 3.2, p<0.05) was detected, CBG deficiency resulting in decreased free
corticosterone compared to Cbg+/+ females (Figure 3A). Total and free

corticosterone levels were also measured in the plasma collected immediately after
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the FST presented above to evaluate corticosterone response after stress. A
significant genotype effect (t11= 61.9, p<0.001) was found for total corticosterone
(751.7 £ 60.2 nM in Cbg+/+ vs. 162.1 £ 8.5 nM in Cbg-/-, data not shown) as well as
for free corticosterone concentrations (t11 = 10.1, p<0.001, Figure 3B) that were
reduced by 65% in Cbg-/- compared to Cbg+/+.

Thus, the elevated corticosterone secretion and the higher plasma CBG
concentration in wild-type females compared to wild-type males may explain
differences in despair-like behavior. Paradoxically, Cbg-/- females have too low
corticosterone levels, similar to Cbg-/- males, but are presenting equally increased
despair-like behavior compared to wild-type males. Thus, CBG appears to be
strongly involved in the corticosterone levels regulation that, when dysregulated
towards too high or too low levels, favors the development of despair-like disorder in
mice.

Estrogens are known to positively influence both corticosterone and CBG
levels. Given the sex differences found above, we performed ovariectomy and E2
replacement on controls and Cbg-/- females in order to analyze the role of estrogens

in the association of despair-like behavior, corticosterone and CBG levels.

3) CBG is essential for estrogen-induced sex differences

Ovarian hormones influence was analyzed by comparing three groups of
Cbg+/+ and Cbg-/- female mice: ovariectomized (OVX), ovariectomized
supplemented with an E2 pellet (OVX E2) and a control sham-operated group
(sham).

For the TST (Figure 4A), two-way ANOVA revealed a significant treatment

effect (Fp44) = 4.22, p<0.05), a significant genotype effect (F.44) = 11.22, p<0.01),
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and a significant genotype x treatment interaction (F44) = 7.38, p<0.01). Among
wild-type females Cbg+/+ OVX had immobility scores decreased by 44% compared
to Cbg+/+ sham (p<0.01) whereas immobility scores of Cbg+/+ OVX E2 were not
different from sham. No difference was observed among Cbg-/- females whatever the
treatment. A difference between genotype was detected only in the OVX group
(p<0.001) with immobility scores 54.4% lower in Cbg+/+ OVX compared to Cbg-/-
OVX.

In FST, similar results were observed (Figure 4B). Two-way ANOVA showed a
significant treatment effect (F2,.44) = 4.01, p<0.05), a significant genotype effect (F(1 44)
= 19.87, p<0.001) and a nearly significant genotype x treatment interaction (F44) =
2.80, p = 0.07). Again, no difference was observed among Cbg-/- females whatever
the treatment. Immobility scores of Cbg+/+ OVX mice were significantly reduced by
40.4% (p<0.001) compared to sham Cbg+/+ mice whereas immobility scores of
Cbg+/+ OVX E2 mice was not significantly different from sham but slightly increased
compared to OVX Cbg+/+ (p<0.05). Difference between genotype was found for OVX
groups (p<0.001) with immobility scores 47.1% lower in Cbg+/+ OVX compared to
Cbg-/- OVX and a moderate difference for OVX E2 female group (p<0.01) with
Cbg+/+ OVX E2 displaying 28.4% immobility scores lower than Cbg-/- OVX E2 mice.

Plasma was collected on these animals to measure corticosterone and CBG
concentrations. Two-way ANOVA done on total corticosterone (Figure 4C) showed
significant treatment (F42 = 18.53, p<0.001), genotype (F(1,42 = 98.61, p<0.001)
and genotype x treatment interaction effects (Fp42 = 22.74, p<0.001). Among
Cbg+/+ mice, corticosterone levels were significantly decreased by OVX (66.2%,
p<0.001) and partially restored in OVX E2 treatments (38.6% higher than those of

OVX, p<0.05). In Cbg-/- mice, no difference in corticosterone levels was observed
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between sham, OVX and OVX E2 mice. Corticosterone levels in Cbg-/- mice were
lower than wild-type females (p<0.001) except for OVX group where no difference
between genotype was detected (p = 0.23).

A one-way ANOVA conducted on plasma CBG measures of Cbg+/+ female
mice (Figure 4D), revealed a nearly significant effect of treatment (F(1 26 = 2.95, p =
0.06), CBG levels were decreased (33.4%, p<0.05) in OVX compared to sham
Cbg+/+ females and OVX E2 had intermediary levels statistically not different from

either OVX or sham mice.

Discussion

Genetic, environmental factors and their interactions can lead to an
inappropriate stress response, embodied by a hyper- or hypoactivity of the HPA axis,
that in turn play an important role in the vulnerability to develop depressive disorders
(Herbert et al., 2006a; Anacker et al., 2011). Gender differences are observed in the
prevalence of depressive disorders in humans as well as in cortisol response to
stress reactivity in both humans and rodents. However, female rodent models are far
less characterized than male rodents in biomedical research including stress-
associated despair-like behaviors (Kim et al., 2010; Wald and Wu, 2010; Zucker and
Beery, 2010). In this study, we examined the role of CBG in emotional behaviors and
HPA axis regulation in female mice, as CBG is involved in HPA sex differences and
its deficiency in males is associated with increased “despair-like” behavior and

glucocorticoid hyposignaling (Richard et al., 2010).

186



Chapitre 3

We found that wild-type females have endogenous higher immobility scores
compared to males in both forced swim and tail suspension tests. Sex differences in
immobility scores of FST have been found before by some authors in wild-type mice
(Bale and Vale, 2003; Frye, 2011) or rats (Dalla et al., 2010) but not by others
(LaPlant et al., 2009). The reasons for these discrepancies between studies are
unclear but may relate to paradigm differences in the forced swim test or to the
ovarian cycle period, increased immobility being typically observed in diestrous
females (Frye, 2011). We found that this sex difference in despair-like behavior,
observed in two tests, is CBG-dependent as it no longer appeared between CBG—
deficient male and female animals. Indeed, Cbg-/- males showed increased
immobility behavior equivalent to Cbg-/- females but also to Cbg+/+ females.

No genotype difference was found for other emotional behaviors measured in
elevated plus maze and open-field tests. Furthermore, because no difference was
observed in the locomotor activity between wild-type and Cbg-/- female mice, we thus
conclude that the effect of CBG deficiency is specific to "despair-like" behavior. This
specificity was also found in our previous study for Cbg-/- males where despair-like
behavior measured in forced swim and learned helplessness was increased
compared to Cbg+/+ but other emotional responses were equivalent between
genotypes (Richard et al., 2010).

Because of the role of CBG in HPA axis regulation and the impact of its
deficiency in males on despair-like behavior, we analyzed corticosterone levels in
female Cbg-/- and control mice. We found that both plasma and urine corticosterone
concentrations are higher in female than male Cbg+/+, suggesting that the well
described elevated corticosterone levels in female rodents (Handa et al., 1994) stems

from a different production rate. Neither plasma nor urine corticosterone levels

187



Chapitre 3

differences were observed between Cbg-/- female and male mice, indicating that
CBG plays an essential role in the sex difference of corticosterone secretion found in
wild-type animals. Furthermore, a strong difference was found in evening and post-
stress free corticosterone levels between Cbg-/- and wild-type females. The latter
have elevated free corticosterone levels compared to levels reported in males;
besides, Cbg-/- females have reduced levels after stress similar to those found in
Cbg-/- males (Richard et al., 2010). Thus, elevated corticosterone levels in wild-type
females may explain their endogenous high despair-like behavior whereas too low
corticosterone rise after stress may be responsible for Cbg-/- despair-like behavior in
females as reported in males (Richard et al., 2010).

The effect of estrogens was then examined since these hormones are known
to induce both CBG and corticosterone (Mataradze et al., 1992; Seale et al., 2004b)
and to impact despair-like behavior in rodents (Becker et al., 2007). As expected both
CBG and corticosterone levels were decreased by ovary removals in our wild-type
females and restored, although not fully, by E2 replacement. In our conditions E2
concentrations through pellet implantation may not have been sufficiently optimal to
reproduce previous studies on ovariectomized rats showing full recovery of
corticosterone levels by E2 replacement (Seale et al., 2004a). Importantly, in Cbg-/-
females, ovariectomy and E2 had no effect on corticosterone levels. These data
suggest that corticosterone secretion in female mice is dependent on estrogen-
induced CBG expression. Regarding “despair-like” behavior in wild-type females,
ovariectomy decreased immobility behavior in both FST and TST and E2
replacement restored the immobility levels fully in the TST and partially in the FST.

No effect of ovariectomy on the immobility behavior was observed in Cbg-/- females.
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Thus, estrogens are responsible for the increased despair-like behavior observed in
wild-type females and their effect is observable only if CBG is present.

Collectively, our data suggest that the enhanced “despair-like” behavior
observed in wild-type females is influenced by an increased corticosterone secretion
that is induced by estrogens through CBG expression. Thus, CBG is a crucial and
unavoidable intermediate in the positive regulation of corticosterone levels by
estrogens. The association of corticosterone hypersecretion with despair-like
behavior is congruent with mice models of constitutive corticosterone hypersecretion
such as the forebrain glucocorticoid receptor knockout mice that display enhanced
basal and post stress secretion of glucocorticoids associated with increased
immobility in the TST and FST (Boyle et al., 2005; Kolber and Muglia, 2009). CBG
levels are not reported in this model but we trust that they play a role in maintaining a
high circulating glucocorticoid pool.

Conversely, we believed that the “despair-like” behavior of Cbg-/- females is
due to a hypoactive glucocorticoid signaling in stress condition as previously reported
in our study in males (Richard et al., 2010). In this model, the lack of CBG cancelled
out the estrogen induction of corticosterone levels. Thus, our rodent model is a good
illustration of stress-induced dysregulation of HPA axis illustrated in Figure 5, with
hypo-corticosterone reactivity (Cbg-/- male and female mice) and hyper-
corticosterone reactivity (Cbg+/+ females) that both induced a despair-like behavior.
Cbg+/+ male mice appear as holding the optimal responsiveness of the stress
system thanks to optimal CBG and corticosterone levels. Thus, CBG, by determining
the glucocorticoid reservoir size, is a crucial factor contributing to the fine-tuning of

glucocorticoids action.
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In human, different forms of depression are found associated to an altered
HPA axis activity and reactivity to stress. Melancholic depression is associated with
hyperactivity of the HPA axis whereas atypical and seasonal depressions are linked
to hypoactivity of the HPA (Gold and Chrousos, 2002; Bremmer et al., 2007) that are
more frequently found in women. Although the literature is conflicting, it is generally
thought that ovarian hormones are a predisposing factor (Becker et al., 2007). In this

context, the Cbg-/- mouse proves to be a very interesting animal model.
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Figures legends

Figure 1

“Despair-like” behavior in CBG deficient male and female mice

A, Immobility duration in the tail suspension test in Cbg+/+ and Cbg-/- males and
females. B, Immobility occurrence in a forced swim test in Cbg+/+ and Cbg-/- males
and females.

(n = 8-9 mice per group).

* Post-hoc p value vs. Cbg+/+ mice; # post-hoc p value vs. Cbg+/+ females; ns = not

significant.
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Fiqure 2

Corticosterone and CBG levels in basal condition in CBG deficient male and

female mice

A, Total plasma corticosterone (nM) levels across the circadian cycle in male (n =5

Cbg+/+ and 6 Cbg-/-) and B, in female (n = 10 Cbg+/+ and 11 Cbg-/-) mice. C, Area

under the curve (AUC) of circadian urine corticosterone levels in male (n = 5 Cbg+/+

and 6 Cbg-/-) and female mice (n= 8 Cbg+/+ and 10 Cbg-/-). D, plasma CBG (nM) in

male and female Cbg+/+ mice (n = 5 per sex).

* Post-hoc p value Cbg+/+ vs. Cbg-/- and Cbg+/+ males vs. females; # post-hoc p

value vs. Cbg+/+ at time =7 h.
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Figure 3

Free plasma corticosterone concentration in CBG deficient female mice.

A, Free corticosterone levels (nM) in basal condition in resting phase (morning,
0900h, n = 7 Cbg+/+ and 7 Cbg-/- female mice) and in the beginning of the active
phase (evening, 1900h, n = 4 Cbg+/+ and 5 Cbg-/- females). B, Free corticosterone
levels (nM) measured immediately after stress induced by a forced swim test (n = 6
Cbg+/+ and 7 Cbg-/- female mice).

* Post-hoc p value vs. Cbg+/+ female mice; ns = not significant.
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Fiqure 4

“Despair-like” behavior, total plasma corticosterone and plasma CBG in
ovariectomized CBG deficient female mice.

A, Immobility duration in tail suspension test (n = 8 - 12 per group). B, Immobility
occurrence in forced swim test (n = 8 - 12 per group). C, Plasma total corticosterone
(nM) and D, plasma CBG (nM). Measures were done 5 h after stress induced by a
forced swim test (n = 8 - 12 per group).

sham: sham-operated; OVX: ovariectomized; OVX E2: ovariectomized with E2 pellet

* Post-hoc p value Cbg+/+ vs. Cbg-/- for each treatment; + post-hoc p value vs.

Cbg+/+ sham-operated mice; # post-hoc p value vs. Cbg+/+ OVX mice.
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Fiqure 5

Stress-induced dysregulation of HPA axis leading to despair-like behavior
modeled by CBG-deficient mice.

CBG, by determining the glucocorticoid reservoir size is a crucial factor contributing
to the fine-tuning of glucocorticoids action. Cbg-/- male as female mice model
hypocorticosterone  reactivity to stress. Cbg+/+ female mice model
hypercorticosterone reactivity to stress influenced by estrogens (E2) through CBG
expression. These dysregulated stress reactivities induce a despair-like behaviors i.e.
immobility behaviors in forced swim and tail suspension tests. Cbg+/+ male mice
appear as holding the optimal responsiveness of the stress system thanks to optimal

CBG and corticosterone levels.
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Figure supplementary 1

“Anxiety-like” behavior in CBG deficient female mice (n=5-6 mice per group). A,
Percentage of time spent in open arms of the elevated plus maze. B, Percentage of
time spent in center area of the open field. C, Number of entries in closed arms of the
elevated plus maze. D, Number of squares crossed in the open field arena.

Post-hoc p value: ns = not significant.
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Chapitre 4 : Effets d’un régime enrichi en gras

associé a un stress chronique imprévisible sur la
prise de poids et le développement de troubles
émotionnels. Role de la CBG

. Introduction

Dans nos sociétés modernes, I'obésité a pris des proportions alarmantes et est
devenu de nos jours un important probléeme de santé public. En effet, d’aprés TOMS
plus d’'un adulte sur deux est considéré en surpoids en Europe et 15% de ces
individus sont déclarés obéses. Le style de vie stressant (qualifié de stress
chronique) associé a une facilité d’acces a une alimentation trop riche (en gras et en
sucre) favorisent cette « épidémie » d’obésité.

L’activation chronique de I'axe corticotrope due a l'effet du stress chronique peut
conduire a une dérégulation de celui-ci (hyper ou hypo-actif). De méme, un lien a pu
étre établi entre I'obésité et une dérégulation de l'activité de I'axe corticotrope. Par
exemple, des patients atteints du syndrome de Cushing, caractérisé par un
hypercortisolisme, prennent du poids rapidement (Carroll and Findling, 2010).
Cependant, le stress chronique présente des effets bidirectionnels sur le poids et
peut conduire également a une perte de poids. Il a d’ailleurs été observé que la
réactivité de l'axe corticotrope et plus particulierement la réponse du cortisol au
stress peut étre un marqueur de I'effet du stress chronique sur le poids en permettant
de dissocier les personnes qui ont tendance a gagner ou a perdre du poids. En effet,
cette étude, conduite chez la femme, a montré qu'une femme présentant une hyper-
réponse du cortisol a un stress aigu mange plus et a l'inverse une femme hypo-
réactive mange moins (Epel et al., 2001; Adam and Epel, 2007).

Nous I'avons vu au cours de cette these, la dépression est une autre pathologie
qui résulte d’'une dérégulation de I'activité de I'axe corticotrope. Une hyperréactivité
au stress peut favoriser le développement de la dépression majeure a symptomes
mélancolique alors qu’une hyporéactivité conduit plutdét a une dépression majeure a

symptomes atypiques (Gold and Chrousos, 2002; Bremmer et al., 2007). Il est
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intéressant d’observer qu’obésité et dépression coexistent dans nos sociétés

modernes et montrent une forte comorbidité chez les patients.

L’environnement, le patrimoine génétique et leurs interactions peuvent favoriser le
développement d’une réponse inappropriee aux effets du stress chronique par une
dérégulation de l'axe corticotrope, qui en conséquence favorise le développement
d’'une vulnérabilité a développer, en l'occurrence, ces deux pathologies. Ainsi, il nous
a semblé intéressant d’étudier I'impact d’'un « style de vie moderne » dans notre
modéle de souris déficientes en CBG, caractérisées par un hypocorticostéronisme
en situation de stress associés a des troubles de type dépressifs. Nous avons alors
placé des souris adultes Cbg+/+ et Cbg-/- sous un régime enrichi en gras (HF pour
High Fat) pendant 20 semaines. Puis, aprés avoir mesuré une prise de poids
significative chez ces animaux, une période de 4 semaines de stress chronique
modéré et non prévisible (UCMS pour Unpredictible Chronic Mild Stress) a été
associée. Ainsi, nous avons étudié la conséquence de ces traitements combinés
sur la prise de poids et sur les comportements émotionnels de ces souris Cbg-

/- et de leurs contréles Cbg+/+.

II. Résumeé des résultats

1) Conséquences majeures du régime HF associé au stress
chronique UCMS chez les souris Cbg-/-

Deux résultats surprenant ressortent de cette étude. Premierement, les courbes
de poids mettent en évidence que le régime HF utilisé dans cette étude entraine une
prise de poids importante et similaire entre les méles Cbg-/- et Cbg+/+. Cependant,
lorsque le protocole de stress chronique UCMS s’ajoute au régime HF, les souris
Cbg-/- perdent 18% de leur poids alors qu’aucun effet n'est observé chez les
animaux contréles. Le deuxieme résultat marquant de cette étude porte sur le
comportement de ces souris dans le test de la nage forcée. En effet, les souris
Cbg+/+ ont un comportement d'immobilité augmenté par I'effet du stress chronique
sous alimentation équilibrée mais aussi sous régime HF. Concernant les souris Cbg-
/-, comme pour I'effet du stress chronique de type défaite sociale présenté dans le
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chapitre 1 de cette partie, le protocole dUCMS dans la condition d’'un régime
équilibré n’a pas d’effet sur le comportement d'immobilité dans le FST de ces souris
qui reste élevé. Ainsi, ces souris Cbg-/- sont également insensibles aux effets du
stress chronique UCMS. Par contre et de fagon surprenante, lorsque 'UCMS est
effectué dans la condition d’'un régime HF, le comportement d'immobilité de ces
souris est diminué de telle sorte qu’il n’est plus différent statistiquement de celui des

animaux contréles (non stressés et sous régime équilibre).

Afin d’expliquer ces différences marquantes, nous avons étudieé les
conséquences du régime HF associé au stress chronique UCMS sur la régulation de
'axe corticotrope, leurs conséquences métaboliques ainsi que leurs conséquences
sur les parameétres neurobiologiques de I'humeur. Ainsi, nous avons mesuré la
concentration de corticostérone totale dans le plasma le matin et le soir a I'issue des
4 semaines d’'UCMS. Par RT-gPCR, nous avons mesuré I'expression de certains
génes impliqués dans I'activité de I'axe corticotrope, ainsi que I'expression de génes
régulés par les glucocorticoides et impliqués dans le métabolisme énergétique et
dans la régulation de I'humeur. Les lipides plasmatiques et les monoamines
cérebrales ont également été mesurés par chromatographie.

2) De nouvelles informations apportées au modele Cbg-/- en situation
basale

Tout d’abord ces différentes mesures nous ont apporté de nouvelles informations
sur notre modele dans les conditions standard (sans stress et sous régime equilibré).
En effet, en plus de présenter un comportement d'immobilité augmenté dans le FST,
nous observons que des genes normalement négativement régulés par les
glucocorticoides sont surexprimés dans I'hippocampe des souris Cbg-/-. C’est le cas
par exemple des genes ll-g et 5-HT1a. Ces génes jouant un réle dans la régulation de
'humeur, leur surexpression pourrait favoriser 'augmentation du comportement
d'immobilité observé dans le FST. De plus, le géne Gluty dont I'expression a été
mesurée dans le muscle et qui est impliqué dans l'utilisation du glucose, de méme
que la concentration plasmatique des acides gras libres, sont quant a eux trouves a
des niveaux subnormaux. Ces observations suggérent ainsi que le métabolisme
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énergétique est plus faible chez ces animaux. Enfin, nous avons observé qu’au
début de I'expérience, dans des conditions standards, les males Cbg-/- sont ~9%
plus lourds que les Cbg+/+ au méme age. De plus, I'expression de genes impliqués
dans la synthése des lipides (PPAR, et SREBPc dans le foie) est plus élevée,
suggérant ainsi que la synthése lipidique est augmentée et pourrait expliquer que
ces animaux mutants sont plus lourds si ces données sont confirmées dans le tissu
graisseux. Ces nouvelles observations confirment ainsi que les souris Cbg-/- ont une
capacité d’adaptation réduite face aux variations environnementales en raison de
leur hypocorticosteronisme associé a des altérations comportementales et

endocrines.

3) Conséquences biologiques du régime HF associé au stress
chronique UCMS chez les souris Cbg-/-

Nous observons chez les souris Cbg+/+ que les niveaux de corticostérone totale
plasmatique sont augmentés par le régime HF, diminués par le stress chronique
UCMS et normalisés lorsque le régime HF et TUCMS sont combinés. Les souris Cbg-
/- quant a elles, présentent les mémes profils de résultats, mais les variations de la

corticostérone sont émoussées.

L’expression des génes MR, GR, 11BHDS1 dans I'hippocampe, CRF et CRF-R1
dans l'hypothalamus, les niveaux de noradrénaline dans le cortex frontal et
'expression des génes BDNF (Brain Derived Neutotrophic Factors), CB1 (récepteur
aux endocannabinoides de type 1) et ll-¢ dans I'hippocampe sont différemment
modulés par les effets du régime HF ou du stress chronique UCMS. Pourtant,
lorsque ces deux traitements sont associés, nous observons que ces différents
parametres biologiques sont normalisés chez les souris contréles. Seule I'expression
du gene Gluty est diminuée par les effets combinés de ces traitements chez les
souris Cbg+/+.

Concernant les souris Cbg-/-, plutét sensibles aux effets du régime HF seul mais
insensibles aux effets du stress chronique UCMS seul, présentent les mémes
normalisations lorsque les deux traitements sont combinés. Quelques exceptions

sont toutefois observées. En effet, les niveaux de CRF et de POMC sont augmentés.
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De plus, les concentrations de sérotonine et de dopamine dans le cortex frontal
semblent étre également augmentés par les traitements expérimentaux combinés. A
l'inverse, I'expression des genes |l-¢ et 5-HT1a est diminuée par I'association du
régime HF au stress chronique, par rapport aux souris Cbg-/- en condition standard.
Ces effets pourraient contribuer a la diminution du comportement d’immobilité
observé dans le FST. Enfin, comme les souris Cbg+/+ en condition HF associé au
stress chronique, les niveaux d’expression du gene Gluts sont encore plus effondrés

chez les animaux Cbg-/- dans ces mémes conditions.

lll. Discussion des résultats actuels et perspectives

Ainsi, nous observons chez les animaux controles que les effets du régime HF et
du stress chronique UCMS sont compensés lorsque les deux traitements sont
combinés, sauf au niveau de l'utilisation du glucose (diminution de Gluts). Aux vues
de I'absence d’effet du stress chronique en situation de régime HF sur le poids et de
'augmentation du trait de type « dépressif » chez les souris Cbg+/+, il est tentant de
conclure que l'utilisation du glucose joue un réle majeur dans le maintien des

phénotypes d'obésité associée au trait de type « dépressif ».

Pour les souris Cbg-/- cet effondrement de Gluts est également retrouvé en plus
d’autres modifications biologiques qui pourraient expliquer les phénotypes observés
sur la baisse de poids et la baisse du comportement d'immobilité : 'expression de
CRF et POMC ainsi que d’ll-s et 5-HTa suggerent que le tonus des glucocorticoides
est augmenté, comparé aux individus Cbg-/- en condition standard.

Cette étude n’est actuellement pas finalisée. En effet, ces résultats ne permettent
pas d’expliquer clairement comment les animaux Cbg-/- normalement insensibles
aux effets du stress aigu et chronique en raison de leur réserve plasmatique de
corticostérone effondrée, deviennent sensibles lorsqu’ils sont placés sous régime
enrichi en gras. En effet, afin de finaliser ce projet des expériences supplémentaires

sont nécessaires.
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1. Nous posons tout d’abord I'hnypothése que dans ces conditions combinées, le
tonus des glucocorticoides est augmenté chez les animaux Cbg-/-. En effet,
partant d’'une hyporéactivité corticotrope endogene, cette augmentation du
tonus permettrait paradoxalement la « restauration » d’'une adaptation au
stress. Il serait ainsi intéressant de mesurer dans un premier temps la
concentration de corticostérone libre le soir, lors du pic circadien. Ceci n’a
actuellement pas pu étre fait puisque nous avons réalisés le sacrifice de ces
animaux le matin, ou les valeurs de I'hormone sont trés faibles et ne

permettent pas de visualiser des différences nettes entre les génotypes.

2. Aux vues de nos résultats sur les génes du métabolisme du glucose et des
lipides et des différences de poids, mesurées au début de I'expérience en
condition basale (males Cbg-/- ~9% plus lourds que les Cbg+/+) et lorsque
régime HF et UCMS sont combinés (perte de 18% de poids chez les Cbg-/-
alors qu’aucun changement n’apparait chez les Cbg+/+), il serait ensuite
intéressant de poursuivre notre investigation sur I'aspect métabolique.
Nous avions prévu de mesurer la composition corporelle de nos animaux a la
fin de notre protocole expérimental grace a l'utilisation d’'un appareil appelé
Piximus qui permet, par un scan aux rayons X, de mesurer le pourcentage de
masse grasse et de densité osseuse. Malheureusement, l'appareil était

défectueux le jour du test.

La pesée des différents tissus gras sous cutané, mésentérique, brun,
testiculaire etc. auraient également permis d’évaluer la composition corporelle
de nos animaux. Or, nous avions pris le parti d’extraire les ARN de ces tissus
afin de réaliser des mesures d’expression de génes par RTgPCR. L’ARN étant
facilement dégradable par l'action des RNases, les tissus collectés au
sacrifice ont été trés rapidement disséqués et congelés dans la carboglace.

Enfin, les mesures de genes cibles dans les tissus gras sont indispensables.
J’ai déja débuté ces analyses mais I'extraction des ARNs des tissus adipeux a
posé quelques problemes et a nécessité une mise au point. Les ARN sont
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désormais extraits et nous prévoyons de mesurer dans ces tissus des génes
impliqués dans :

- la synthese des lipides : SREPB1c, PPARYy, AcetylCoA carboxylase et Fatty
acid syntase (Fas) dont I'activité des deux derniers est connue pour diminuer
avec le régime HF (Piscitelli et al., 2011) ;

- dans la lipolyse : récepteur adrénergique B3AR, lipase hormono-sensible
(HSL) qui hydrolyse les triglycérides de réserve et libére dans le sang des
acides gras libres pouvant étre utilisés par la cellule pour la lipolyse. Cette
enzyme est positivement induite par les glucocorticoides permettant ainsi, lors
d’un stress I'utilisation des triglycérides de réserve par la lipolyse. A l'inverse,
en présence d’insuline (conditions postprandiales et en cas d’obésité), les
glucocorticoides ont une action lipogénique induite par une diminution de
I'activité de 'enzyme HSL qui régule I'hydrolyse des triglycérides (Samra et
al., 1998; Yu et al., 2010) ;

- dans le transport des lipides: Fat/CD36 dont I'activité augmente avec un
régime HF (Piscitelli et al., 2011),

3. Enfin des mesures plasmatiques d’hormones métaboliques sont
également nécessaires. Nous envisageons de mesurer dans nos échantillons

de plasma récoltés le matin du sacrifice I'insuline et la leptine par ELISA.

Les résultats obtenus jusqu’ici sont présentés dans la partie suivante sous forme

d’article scientifique. Il faut ici le considérer comme un document de travail.
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Introduction

In modern Western society, obesity is becoming an important public health
issue which has reached epidemic proportions. According to WHO, more than 1 adult
person on 2 is considered overweight in Europe and of these, 15% are obese.
Lifestyle of people is evoked to explain this obesity escalating problem, especially
because of the increase of sedentary life, the palatable food environment with an
abundance of calorically dense food and the stressful life conducting to chronic
activation of the stress response, especially the hypothalamo-pituitary-adrenal (HPA)
axis (Dallman et al., 2003; Adam and Epel, 2007).

The HPA axis is the major neuroendocrine system involved in the stress-
response by regulating the secretion and release of glucocorticoids (cortisol in
human; corticosterone in rodent). When HPA axis is activated acutely, a battery of
physiological and behavioral responses constituting the adaptive stress response is
rapidly orchestrated in order to reinstate the challenged body homeostasis. However,
protracted stressor exposure, called chronic stress, leading to a dysregulation (hypo-
or hyper-activity) of the HPA axis can induce detrimental effects for the whole body
constituting a base for pathophysiological consequences (de Kloet et al., 2005;
McEwen, 2007; Chrousos, 2009).

A growing literature indicates a connection between dysregulated HPA axis
activity and obesity (Rosmond et al., 1998a; Dallman et al., 2006; Kyrou and Tsigos,
2009). Cushing’s syndrome and Addison’ disease represent two extremes of plasma
cortisolism in human pathology. When Cushing ‘s syndrome, characterized by
hypercortisolism, leads to a rapid weight gain (Carroll and Findling, 2010), the

Addison’ disease, characterized by hypocortisolism, conducts to weight loss (Lovas
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and Husebye, 2007). Furthermore, it was observed that parents of children recently
diagnosed with cancer reported marked weight gain associated to their chronic stress
situation although the caloric intake was lower than parents of healthy children (Smith
et al.,, 2005). However, chronic stress present bidirectional effects on weight,
depending on situations and/or the individual. In men, the effect of job stress can
lead to weight gain or weight loss depending of baseline body mass index (BMI)
(Kivimaki et al., 2006). Furthermore, it was demonstrated that cortisol reactivity may
be a marker for vulnerability to stress induced eating, and thus may help to explain
who eats more versus who eats less after stress. Indeed, women who were high
cortisol reactors to stress ate more food than low reactors while recovering from
stress (Epel et al., 2001).

In rodent studies, there is evidence that social status in model of chronic social
stress might differently affect the metabolic consequences (Bartolomucci et al., 2004;
Moles et al., 2006; Solomon et al., 2007). Indeed, it was reported that subordination
can be reliably associated with increased weight gain, whereas dominance is
associated with lower weight gain or weight loss. But under high fat diet, subordinate
mice, reported hypophage, showed higher vulnerability to obesity than dominant
(Bartolomucci et al., 2009).

Another chronic disease has also become an important public health problem :
the major depression (Pariante and Lightman, 2008). As for obesity, major
depression often results to chronic dysregulation of HPA axis activity conducting to
hyper-cortisolemia associated to melancholic depression subtype, or hypo-
cortisolemia associated to atypical depression subtype (Gold and Chrousos, 2002;
Bremmer et al., 2007). These pathologies frequently coexist: obesity can follow

depressive episodes that occurred earlier in life, or depressed mood can be a side
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effect of obesity and obesity treatment. Adolescents with depression are at a greater
risk to become obese and obese individual are more likely to develop depression as
non-obese individuals (Bornstein et al., 2006).

It is of note that genes, environment and their interactions can lead to an
inappropriate response to chronic stress embodied by a HPA axis dysregulation. In
turn, this dysregulation play an important role in the vulnerability to develop obesity
and depression (Bornstein et al., 2006; Kyrou and Tsigos, 2009). In our previous
study (Richard et al., 2010), we presented a mice model of HPA axis dysregulation
due to CBG gene deficiency: the Cbg-/- mice obtained by specific deletion of the Cbg
gene. CBG (Corticosteroid Binding Globulin) or transcortin is the high-affinity
transport protein for glucocorticoids in vertebrate blood. This plasma glycoprotein
plays an essential role in glucocorticoid disposition and delivery to target tissues
(Gagliardi et al., 2010; Moisan, 2010). In male Cbg-/- mice, we observed that acute
stress led to an insufficient glucocorticoid signaling associated with an increase of
despair-like behaviors measured in the forced swim, tail suspension and learned
helplessness tests. In the present study, wild-type and Cbg-/- mice were submitted to
high-fat (HF) diet combined or not to an unpredictable chronic mild stress (UCMS)
procedure (Schweizer et al., 2009) in the aim to investigate weight gain and despair-
like behavior in a genetic model of HPA dysregulation submitted to a Western

lifestyle.
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Methods

Animals and housing conditions

Knock-out Cbg mice (MGI ID : 4833641, Serpina6™""™™) are produced in our
laboratory in Bordeaux by breeding Cbg+/- males and females (Richard et al., 2010).
Mice used in the present work are Cbg+/+ and Cbg-/- males (8 - 10 weeks of age and
25 — 30 g body weight at the beginning of the experiment) and have a C57BL/6J
genetic background above 95%. Animals were maintained in an animal room (23 °C)
with a 12 hr light/dark cycle (lights on at 0700h) and with ad libitum access to food
and water. All the experiments were conducted in strict compliance with current

European Conventions and approved by Institutional Committee.

Experimental Design

Experimental design is illustrated in Fig. 1. At the beginning of the experiment,
animals were housed four per cage: 2 Cbg+/+ with 2 Cbg-/- mice and were allowed to
habituate to their novel environment and establish the social hierarchy for at least
one week. Then, cages were divided in two groups determined by the diet imposed
for a period of 20 weeks: (1) standard chow (A04 diet, SAFE, Augy, France; 10%kcal
fat, 20%Kkcal protein and 70%kcal carbohydrate) or (2) High Fat (HF) chow (D12451
diet, Research diet, New Brunswick, NJ, USA; 45%kcal fat, 20%kcal protein and
35%Kkcal carbohydrate). After 14 weeks of diet, an unpredictable chronic mild stress
(UCMS) procedure was imposed during 4 weeks to half of the cages for each diet
group. Only animals submitted to the UCMS procedure were housed individually, till
the end of the experiment. The UCMS procedure consisted of random exposure to

many mild stressors, twice a day as presented in Fig. 1. Thus, there were 8
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experimental groups: Cbg+/+ and Cbg-/- under standard diet, HF diet (HF), standard
diet associated to UCMS procedure (S), HF diet associated to UCMS procedure (HF
S). All groups are composed of 8 - 10 mice.

During this experiment, body weight of each mouse and food consumed
(grams and kcal) per cages were determined weekly and animals were submitted to
sample collection for endocrine measures and behavioral tests:

Blood glucose measure: On weeks 12 and 18 and after a 24h food
deprivation, blood glucose concentration was measured by tail nick using Accu-
chek® devices (Roche Diagnostics, France).

Total plasma corticosterone: At the beginning of the active phase (1900h) of
week 18, after the UCMS period, blood samples were obtained by tail nick in order to
measure total corticosterone. Because we wanted to measure basal levels of plasma
corticosterone, this procedure did not exceed 2 min. Blood samples were collected in
tubes containing 10% EDTA. After 10 min of centrifugation at 10000 rpm, plasma
samples were obtained and kept at -80°C.

Preference sucrose test. Preference to a 1% sucrose solution was determined
at week 12 when mice were 4 per cage and at week 18 when animals were 2 per
cage for unstressed mice or in individual cage for UCMS mice. During 3 days, two
water bottles were placed in the animal cage to familiarize mice to use both bottles.
Then one of them was replaced by 1% D-sucrose solution (Sigma, France) for two
days. Liquid intake was determined by weighting before, 24h later and 48h after both
water and sucrose solution bottles were introduced in the cage. The percentage of
sucrose drunk during these 2 days was measured as an index of anhedonic

behavior.
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Then, all mice were studied in the evening in open field (week 18.5) and
forced swim tests (week 19.5) spaced by 1 week and were conducted as described in
our last study (Richard et al., 2010).

The Open field: the apparatus, made of white coated plywood, was a square
area (40 x 40 cm) with 16-cm high walls. The floor was divided into 16 squares (10 x
10 cm). Mice were placed in the central area and allowed to explore freely for 10 min
(600 lux light). The total number of squares crossed was recorded as an index of
locomotor activity and the number of center squares (four inner squares) divided by
the total number of squares crossed was recorded as index of anxiety.

Forced swim test. Each mouse was placed in a plastic cylinder (height, 32.5
cm; diameter, 15 cm) containing 3 liters of water (16 cm) at 25+0.5°C. Four mice
were tested at the same time. The water was changed between subjects. A mouse
was judged floating (immobile) when it stopped any movements. Immobility behaviors
in the forced swim test were expressed in immobility occurrence. Two
experimentators recorded immobility and swimming behaviors every 10 seconds over
a period of 6 minutes as described (Bolanos et al., 2008).

Finally, in the morning (0800h - 1100h) of the sacrifice day, week 20, mice
were anesthetized with isoflurane (Aerrane, Baxter SA, Maurepas, France). Then,
about 1mL of blood sample was taken by cardiac puncture in less than 20s to
collected plasma. Finally, animals were sacrificed by decapitation and brain, pituitary,
adipose tissue, muscle, liver and adrenals glands were collected and immediately
frozen in dry ice and kept at -80°C. The frontal cortex, hippocampus and
hypothalamus were dissected and punched at —-20°C and stored at —80°C until their

use in biochemical assays.
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Total corticosterone measurement

Total corticosterone was measured by an in-house RIA (see (Richard et al.,
2010) for details). Briefly, after steroid extraction of plasma samples with absolute
ethanol, total corticosterone was measured by competition between cold
corticosterone (B) and *H-B by a specific antibody anti-corticosterone provided by Dr.

H. Vaudry (University of Rouen, France).

Chromatographic Analysis

Tissue concentrations of monoamines (Norepinephrine, serotonin, dopamine,
DOPAC (3,4-Dihydroxyphenylacetic acid), 5-HIAA (5-Hydroxyindoleacetic acid) and
HVA (homovanillic acid)) in the frontal cortex were performed by HPLC-ECD as
described previously (Navailles et al., 2010) to evaluate the impact of HF diet
associated or not to the UCMS procedure. Frontal punches tissues were
homogenized in 100 ul of 0.1N HCIO4, gently sonicated and centrifuged at 13,000
rom for 30 min at 4°C. Aliquots (20 pL) of the supernatants were injected into the

HPLC system.

Chromatographic analysis: Tissue dosages of monoamines and their
metabolites were performed by a sensitive HPLC-ECD system. Samples were
injected via a manual injector (Rheodyne 7725i, C.l.L. Cluzeau, Sainte-Foy-La-
Grande, France) into the HPLC column (Kromasyl C8, 150 X 4.6 mm, 5 um; C.I.L.-
Cluzeau) protected by a Brownlee—Newgard precolumn (RP-8, 15 X 3.2 mm, 7 um;
C.l.L.-Cluzeau). The mobile phase, delivered at 1.2 mL/min flow rate using a HPLC
pump (Beckman pump 116, Beckman, Paris) was as follows (in mM): 60 NaH>PQOy, ,
0.1 disodium EDTA, and 2 octane sulfonic acid plus 7% methanol, adjusted to pH 3.9
with orthophosphoric acid and filtered through a 0.22 mm Millipore filter. Detection of
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monoamines and their metabolites was performed with a coulometric detector
(Coulochemll, ESA) coupled to a dual-electrode analytic cell (model 5011). The
potential of the electrodes was set at +350 and -270 mV. Signals were recorded on a
computer system and analyzed using the Chromnav system (JASCO, France).

Results are expressed as ng/mg of tissue.

Plasma lipid composition and analyses

Total lipids were extracted from plasma according to the Moilanen and Nikkari
method (Moilanen and Nikkari, 1981), using a mixture of chloroform and methanol
(1:1, v/iv).

Lipid class profiles: The distribution of lipids into phospholipids (PL),
triglycerides, free fatty acids, free cholesterol, and cholesteryl esters (CE) in the
plasma was determined using a combination of thin-layer chromatography on silica
gel-coated quartz rods and flame ionization detection (latroscan® system, latron,
Tokyo, Japan), according to Ackman’s technique (Ackman, 1981). The values
obtained for each compound were corrected according to their response factor using
specific calibration curves, as published by (Sébédio and Juanéda, 1991). Data were
reported as a percentage of the total lipids in the sample.

Preparation of cholesterol esters, phospholipids and triglycerides: Total lipids
from the plasma were submitted to a thin-layer chromatography separation on
precoated silica gel plates (Merck, Darmstadt, Germany) using a solvent mixture of
hexane/diethyl ether/acetic acid (80:20:1, v/v/v). The silica gel plates were visualized
under UV light (360 nm) after spraying with 2',7'-dichlorofluorescein. The spots
corresponding to CEs, PL and TG were scraped off the plate and the samples were

transesterified following the fatty acid analysis procedure.
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Fatty acid analysis: Lipids were transesterified using boron trifluoride in
methanol according to Morrison and Smith (Morrison and Smith, 1964). The fatty acid
methyl esters were analyzed by gas chromatography on a Hewlett Packard Model
5890 gas chromatograph (Palo Alto, CA, USA) fitted with a CPSIL-88 column (100 m
x 0.25 mm i.d., film thickness 0.20 um; Varian, Les Ulis, France) equipped with a
flame ionization detector. Hydrogen was used as a carrier gas (inlet pressure 210
kPa). The oven temperature was held at 60°C for 5 min, increased to 165°C at 15°C
/min and held for 1 min, and then to 225°C at 2°C /min and finally held at 225°C for
17 min. The injector and the flame ionization detector were maintained at 250°C and
250°C, respectively. Fatty acid methyl esters were identified by comparison with
standards. The data were processed using the EZChrom Elite software (Agilent

Technologies, Massy, France).

Gene expression by real-time qPCR

Total RNA was extracted of hippocampus with TRIzol reagent (Invitrogen,
Cergy Pontoise, France) according to the manufacturer’s protocol. RNA quality was
evaluated with RNA Nano chips onto a Bioanalyser 2100 (Agilent, Boeblingen,
Germany). 2 ug of total RNA was reverse-transcribed with Superscript 11l (Invitrogen,
Cergy Pontoise, France) and random hexamers according to the manufacturer’s
protocol. 5 pL of cDNA diluted 1:20 was PCR amplified using 10uL of Mesagreen
QPCR MasterMix (Eurogentec, Seraing, Belgium) and 5uL of primer mix at 300nM in
a total volume of 20 pL onto an ABI7500 thermocycler. PCR program consisted of 40
cycles of 95°C for 15s and 60°C for 1 min. All primer pairs were designed using
Primer Express software (PE APPLIED Biosystems, Courtaboeuf, France) in a way

avoiding genomic DNA amplification. Sequences of primers used are provided in
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Table 1 and presented a 100% precision. The specificity of the PCR reaction was
validated following MIQE (Minimum Information for publication of Quantitative real
time PCR Experiments) guidelines (Bustin et al., 2009). mRNA levels of target genes
were normalized using 18S RNA expression for each sample (cDNA diluted 1:2000)
as 18S proved not to vary between conditions in our experiments. The quantification
of target mMRNA levels was calculated with the SDS2.1 software (Perkin Elmer,

Courtaboeuf, France) and expressed as relative mRNA expression.

Statistical analyses

All results were expressed as mean + S.E.M. Outliers with value that differed
to more than 2 S.D. from the mean were excluded from analysis. Statistics were
calculated with the software Statistica v. 8.

For body weight evolution, statistical analyzes were done in three stages.
Firstly, at day 0, an unpaired Student test was realized between Cbg+/+ and Cbg-/-
mice. Then between weeks 0 to 12 a three-way analysis of variance (ANOVA) of
repeated measure was done on genotype, diet and time effects. Four-way ANOVA of
repeated measures was assessed between 14 to 20 to explore genotype, diet,
UCMS and time effects. Both ANOVA analyzes were followed by Fisher LSD post-
hoc tests when adequate.

For corticosterone concentration analysis, a four-way ANOVA of repeated
measure was done on genotype, HF diet, UCMS and time of day effects. Then,
Fisher LSD post-hoc tests were performed when adequate.

Then, for the other analyzes, to test the genotype, diet and UCMS effects,
three-way analysis of variance (ANOVA) were assessed and followed by Fisher LSD

post-hoc tests when adequate. Because we tested 8 groups of mice together, if a
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statistical difference did not appeared by three-way ANOVA although means seemed
different between one or two effects, a separate two-way ANOVA or unpaired f test
were done to evinced mean difference. The level of statistical difference was set as p
value < 0.05. On graphs, ns indicated no significant difference, one symbol p < 0.05,

two symbols p < 0.01 and three symbols p < 0.001.

Results

1) Consequences of HF diet and UCMS on weight gain

Body weight evolution was followed each week throughout the experiment. Firstly,
we noted that at the beginning of the experiment, day 0, Cbg-/- mice were
significantly heavier than Cbg+/+ mice by 8.8% (28.8+£0.4 g vs. 26.5%£0.4 g; t;3=4.41,
p < 0.001; Fig. 2A).

Then, for the diet period between 0 to 12 weeks, 3-way ANOVA of repeated
measures conducted on genotype (Cbg+/+ and Cbg-/- are presented separately in
Fig. 2B & C but were analyzed together), diet and time effects, showed a diet effect
(F,700 = 50.62, p < 0.0001), a week effect (F(12,840) = 354.57, p < 0.001) and a diet x
week interaction (F12,840) = 94.27, p < 0.001) but no genotype effect. Indeed after 2
weeks, HF diet induced a progressive weight gain (p < 0.01) similar between
genotypes.

Finally, when UCMS was associated to the HF diet (HFS mice) in the period
between 14 to 20 weeks, the 4-way ANOVA evinced a diet effect (F(1,70) = 131.88, p <
0.001), a UCMS effect (F(1,70) = 6.75, p = 0.012), a week effect (F7462) = 85.84, p <
0.001), and week x genotype x stress (F7462) = 2.63, p = 0.01) as well as week x diet

x stress (F(7462) = 3.29, p = 0.002) interactions. Post hoc analyses showed that: (i)
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mice under HF diet (HF mice) were significantly heavier than mice under standard
diet (83.5% for Cbg+/+ HF and 40.7% for Cbg-/- HF, week 20), (i) UCMS procedure
under standard diet condition (S mice) did not change significantly their body weight
whatever the genotype, (iii) the body weight of Cbg+/+ HF mice was similar to
Cbg+/+ HFS mice but Cbg-/- HFS mice presented a significant 18.0% weight loss
compared to Cbg-/- HF (p < 0.0001). These HFS mice remain 23.8% heavier than
Cbg-/- mice under standard diet.

At week 12, mice were fasting 24H in the aim to measure blood glucose. Then,
they were submitted to other tests resulting to a short period of stress between weeks
12 to 14. Interestingly, we observed that this period induced a different weight
change between Cbg+/+ HF and Cbg-/- HF mice. Indeed, between week 14 (the end
of this period) to week 15 (when animals returned to resting condition), when Cbg+/+
HF mice presented a similar weight (-0.5%), Cbg-/- HF mice had a rapid and
important weight gain (+9.3%). Beside the fact that Cbg-/- HF mice were heavier than
Cbg+/+ HF, this new observation suggested a different weight regulation and

metabolism.

2) Consequences of HF diet and UCMS on emotional behavior
To examine emotional reactivity of mice in consequence to our conditions,
Cbg+/+ and Cbg-/- mice were evaluated, first, in a sucrose preference test twice, at
week 12 and at week 18, in order to measure anhedonic behavior, then in an open
field test at week 18, to measure locomotor activity and anxiety-like behavior, and
finally by forced swim test (FST) conducted on week 19 to measure despair-like

behavior.
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Sucrose preference test: At week 12 (Fig. 3A) and 18 for unstressed condition (Fig.
3B), mice were 4 per cage and included both genotypes; thus, we could only
measure the HF diet effect on sucrose consumption. No effect was detected by one-
way ANOVA neither at week 12 (F1.17y = 0.001, p = 0.98) nor at week 18 (F.1g) =
1.39, p = 0.25). At week 18 for UCMS mice placed in individual cage (Fig. 3C), the
two-way ANOVA analysis showed no genotype effect (F(1.61) = 0.35, p = 0.56), no diet
effect (F(1.61) = 1.19, p = 0.28), and no genotype x diet interaction (F(.61) = 0.02, p =
0.88). For all conditions, sucrose consumption was around 60% suggesting no
anhedonic effect of genotype, diet and UCMS conditions.

Open field test: Locomotor activity was first evaluated by measuring the number of
squares crossed (Fig. 3D). By three-way ANOVA we observed genotype (Fi.65 =
7.49, p = 0.008), diet (F(1:65 = 14.79, p < 0.001) and UCMS effects (F1.65) = 7.91, p =
0.007) with genotype x diet interaction (F(1.65) = 3.96, p = 0.05). Post-hoc analyses
revealed that compared to Cbg+/+ mice controls, locomotor activity was 29.2%
decreased for Cbg+/+ HF vs. Cbg+/+ (p = 0.001) and 27.2% decreased for Cbg-/-
mice controls vs. Cbg+/+ (p = 0.003). Furthermore, compared to Cbg-/-, Cbg-/- S
mice presented a 29.5% increase of locomotor activity (p = 0.02). No difference was
observed for anxiety-like behavior (Fig. 3E) whatever the genotype (F1.65) = 0.006, p
= 0.94), diet (F(1,65) = 0.66, p = 0.42) and UCMS conditions (F.65) = 1.13, p = 0.29).
Forced swim test: Despair-like behavior (Fig. 3F) was analyzed by three-way ANOVA
that evidenced genotype (Fu65 = 17.64, p < 0.001) and UCMS effects (F(1.65 =
15.32, p < 0.001), with genotype x diet x UCMS interactions (F.65) = 14.60, p <
0.001). We observed by post-hoc test that in Cbg+/+ mice, immobility behavior was
increased by UCMS procedure (p = 0.02 Cbg+/+ vs. Cbg+/+ S) and by the

combination of HF with UCMS (p < 0.001 Cbg+/+ vs. Cbg+/+ HFS). For Cbg-/- mice,
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immobility behavior was unchanged by HF diet or UCMS conditions and was always
higher than Cbg+/+ mice in corresponding conditions (p < 0.001 for standard
condition, p < 0.001 for HF diet and p = 0.02 for UCMS). However, Cbg-/- HFS mice
showed a decrease immobility compared to control Cbg-/- (p = 0.03), and to Cbg+/+
HFS mice (p = 0.001) but no different from control Cbg+/+ mice (p = 0.11).

Thus, in addition to the body weight loss observed in Cbg-/- HFS mice, interestingly

we observed a behavioral modification for the despair-like trait in this same group.

3) Consequences of HF diet and UCMS on HPA axis

Plasma corticosterone concentrations were measured in the morning (Fig. 4A)
and in the evening (the beginning of the active phase) at week 18 (Fig. 4B).

Analyzes were done by 4-way ANOVA of repeated measures (called day time)
and revealed genotype (F;56) = 152.10, p < 0.001), diet (F(1;56) = 47.78, p < 0.001),
UCMS (F;56) = 10.56, p = 0.02) and day time (F.56) = 24.62, p < 0.001) effects.
Then genotype x diet (F(1.56) = 5.63, p = 0.02), genotype x UCMS (F1.5) = 11.11, p =
0.002), day time x genotype (F.56) = 24.62, p < 0.001), day time x UCMS (F .56 =
7.64, p = 0.008) and day time x genotype x UCMS interactions (F:s6 = 7.11, p =
0.01) were detected.

Under standard diet, as observed in our previous study (Richard et al., 2010),
corticosterone levels of Cbg-/- were lower, slightly in the morning (36.3 £ 3.7 nM vs.
58.1 £ 7.8 nM; p = 0.1) and significantly in the evening (25.7 £ 2.5 nM vs. 94.6 + 8.6
nM; p < 0.001) than those of Cbg+/+ mice.

HF diet, UCMS and the combination of both conditions did not change this
genotype difference that was found significant only in the evening. However, we

noted that in UCMS conditions, this genotype difference was less pronounced (the
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evening: p < 0.001 in HF conditions, p < 0.01 in HFS conditions, and p < 0.05 for
UCMS conditions).

Then, regarding HF diet effect, when no statistical difference was observed in
the morning between Cbg+/+ and Cbg+/+ HF mice, we observed that corticosterone
levels were significantly increased the evening (+44%, p < 0.001 Cbg+/+ vs. Cbg+/+
HF). Concerning Cbg-/- mice, HF diet induced a corticosterone increase in the
morning as well as in the evening (Cbg-/- vs. Cbg-/- HF: +46% p < 0.05 the morning
and +67%, p < 0.05 the evening).

Conversely, UCMS conditions had no significant effect on Cbg+/+ S and Cbg-
/- S mice in the morning. The evening, however, UCMS induced in Cbg+/+ S mice a
significant 39% corticosterone level decrease (-39%, p < 0.001 Cbg+/+ S vs.
Cbg+/+). Interestingly, no change was observed between Cbg-/- and Cbg-/- S mice.

Finally, when HF diet was combined to UCMS, corticosterone levels were
significantly increased in the morning (p < 0.01 Cbg+/+ vs. Cbg+/+ HFS and p < 0.05
Cbg-/- vs. Cbg-/- HFS). However, in the evening no difference was observed neither
for Cbg+/+ (p = 0.27) nor for Cbg-/- genotype (p = 0.29).

Thus, most differences were revealed the evening, at the circadian peak
except for HFS condition. We observed that Cbg+/+ mice were found sensitive to HF
diet and UCMS conditions in opposite way and when these conditions were
combined a compensation appeared. These phenomena were not observed in Cbg-/-
mice that presented low corticosterone levels and seemed not or less sensitive to any
conditions, except for HF diet alone. Furthermore, the circadian rhythm of
corticosterone levels was found blunted in Cbg-/- mice whatever the diet and stress

conditions.
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Genes involved in HPA axis activity were also measured (Fig. 5). By 3-way
ANOVA, no genotype, diet and UCMS effects were observed for MR or GR mRNA
expression in hippocampus. However, within Cbg+/+ mice both MR and GR genes
expression showed a non significant tendency to be decreased by UCMS condition.

11BHSD1 mRNA in hippocampus presented a nearly significant genotype effect
(F:s6) = 3.59, p = 0.06) and a significant UCMS effect ((F1.56) = 6.29, p = 0.01) but no
interactions.

Then, CRF and CRF receptor type 1 (CRFR1), mRNA expression were measured
in hypothalamus. The three-way ANOVA analysis evidenced a genotype effect (F(1:57)
= 6.14, p = 0.02) and a genotype x diet x stress interaction (F:57) = 5.74, p = 0.02)
for CRF expression. Post-hoc analysis showed genotype difference in UCMS
conditions (Cbg+/+ S vs. Cbg-/- S, p = 0.004) and a nearly significant difference in
HF diet (Cbg+/+ HF vs. Cbg-/- HF, p = 0.08), CRF mRNA expression being lower in
Cbg-/- mice. Moreover, while no significant difference was observed in Cbg-/-
whatever the treatment, HF diet (p = 0.04) and UCMS procedure (p = 0.02) induced
an elevation of CRF gene expression in Cbg+/+ mice.

For CRF-R1, a genotype x diet x UCMS interaction was detected (F(1;54) = 5.61, p
= 0.02). The post-hoc analysis showed that CRF-R1 mRNA levels tended to be
higher in Cbg-/- mice compared to Cbg+/+ under standard diet (p = 0.07), but was
lower in Cbg-/- HF compared to Cbg+/+ HF (p = 0.02). Moreover, we observed that in
Cbg+/+ mice the expression level was increased whatever conditions and
significantly by HF diet (p = 0.01). In Cbg-/- mice, expression levels were not
changed by conditions except with UCMS alone that decreased the expression (p =
0.07). CRF-R1 mRNA was also measured in pituitary but displayed no difference

whatever genotype, HF or UCMS conditions.
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POMC mRNA was also measured in pituitary and the three-way ANOVA analysis
showed a strong diet effect (F(1.;59 = 17.56, p < 0.001). Indeed, compared to the
standard diet, the HF diet induced a 50.8% increase in Cbg+/+ mice and 30.9% in
Cbg-/- mice compared to their respective controls. Compared to standard condition,
HF diet combined to the UCMS led to 36.9% increase in Cbg+/+ and 63.6% in Cbg-/-

mice.

4) Consequences of HF diet and UCMS on energy metabolism

To explain the important weight regulation difference between Cbg+/+ and Cbg-/-
mice induced by HF diet combined to UCMS procedure, food intake was monitored
for both quantitative (grams) and qualitative (kcal) consumption. Concerning
unstressed mice, (Fig. 6A and 6B) (for which genotype effect could not be examined
because 2 Cbg+/+ and 2 Cbg-/- mice were placed together per cage), the t test
analysis showed that animals in HF diet ate significantly less (29.8%) than animals
under standard diet (ts = 39.6, p < 0.001) but consumed 14.5% more calories (g =
12.35, p < 0.001) suggesting that animals regulated their food intake according to the
diet. Regarding UCMS animals (Fig. 6C and 6D), the two-way ANOVA analysis
evidenced a diet effect (HF animals ate 23.4% less but absorbed 24.8% more
calories than mice under standard diet, F(1;31) = 49.71, p < 0.001 for grams absorbed
and Fg31) = 32.5, p < 0.001 for kcal absorbed). However neither genotype nor
genotype x diet interactions were observed. Thus the weight loss observed in Cbg-/-
HFS mice was not due to a food consumption difference.

Then, blood glucose was measured at two steps of the experiment: after 12
weeks of diet (Fig. 7A) and after 18 weeks of diet combined or not to UCMS

procedure (Fig. 7B). At 12 weeks, the two-way ANOVA analysis displayed only a diet
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effect (F(1.63y = 33.62, p < 0.001). Indeed, Cbg+/+ and Cbg-/- presented similar blood
glucose levels under standard diet (82.4 mg/dL and 85.9 mg/mL respectively), and in
HF diet (113,9 mg/dL and 112.1mg/dL respectively) increasing by 37% under HF
diet. At 18 weeks, we observed that glucose levels of Cbg+/+ and Cbg-/- under
standard diet were 40.7% higher for Cbg+/+ and 30.3% higher for Cbg-/- compared
to week 12. Then, the three-way ANOVA analysis conducted on genotype, diet and
UCMS effects only evinced a diet x stress interaction (F(1.65) = 4.68, p = 0.03). By
post hoc analyses we found that HF diet again induced in Cbg+/+ an increase in
glucose level compared to standard diet (+18.5% Cbg+/+ vs. Cbg+/+ HF, p = 0.05),
but this observation was no longer significantly observed for Cbg-/- mice (Cbg-/- vs.
Cbg-/- HF, p = 0.12). Furthermore, the UCMS procedure induced the same effect
than HF diet on animals: glucose level was 19.8% higher in Cbg+/+ (Cbg+/+ vs.
Cbg+/+ S, p = 0.05), but unchanged for Cbg-/- (Cbg-/- vs. Cbg-/- S, p = 0.23). Finally,
when HF diet was associated to the UCMS, no change was observed in blood
glucose levels compared to standard diet for each genotype. Furthermore, Cbg+/+
HFS and Cbg-/- HFS presented similar levels (129.9 mg/dL and 125.4 mg/dL
respectively). Thus, Cbg-/- seemed after 18 weeks of the experiment less sensitive to
HF diet and UCMS procedure than Cbg+/+ concerning blood glucose regulation.
Interestingly, Glut; mRNA expression in muscle (Figure 7C), implicated in glucose
utilization, presented by three-way ANOVA a genotype effect (F.3s = 9.36, p =
0.004) with lower levels in Cbg-/-. Among Cbg+/+ mice, we observed by two-way
ANOVA that UCMS treatment decrease Gluts expression (F.1s) = 4.44, p = 0.04
Cbg+/+ vs. Cbg+/+ S). In Cbg-/-, two-way ANOVA analysis displayed a nearly
significant diet x UCMS interaction (F(.19) = 3.38, p = 0.08). Indeed, HF diet led to

increase mMRNA expression compared to Cbg-/- under standard condition, but this HF
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effect was canceled out when UCMS was associated. Finally, we noted that profiles
of Gluts expression induced by all treatments were similar between Cbg+/+ and Cbg-
/- (HF increased, UCMS decrease and HFS decrease more Gluts expression) but in

Cbg-/- this was very attenuated.

At sacrifice we observed that the liver of each mouse under HF diet, whatever
genotype and UCMS treatment presented steatosis. This observation in addition to
the body weight loss observed in Cbg-/- HFS prompted us to evaluated plasma lipids
profiles including cholesterol esters, triglycerides, phospholipids, free fatty acids and
cholesterols.

Three-way ANOVA analysis conducted on cholesterols level (Fig. 8A) showed no
genotype and HF effects, but showed a nearly significant UCMS effect (F1.35) = 4.18,
p = 0.05) that reduced cholesterol level (~15% in Cbg+/+ S vs. Cbg+/+ and ~20% in
Cbg-/-S vs. Cbg-/- mice).

Regarding plasma cholesterol esters (Fig. 8B), the ANOVA detected a strong HF
diet effect (F(1.35) = 77.36, p < 0.0001) and a diet x UCMS interaction (F1.35 = 4.60, p
= 0.04). In unstressed condition the HF diet conducted to a similar increase of
cholesterol esters in Cbg+/+ as in Cbg-/- (40% and 43% respectively; p < 0.0001 for
both compared to standard condition), whereas in UCMS condition the HF diet
induced a less important increase in Cbg-/- (Cbg-/- S vs. Cbg-/- HFS +22%, p < 0.05
and Cbg+/+ S vs. Cbg+/+ HFS +33%, p < 0.001).

For triglycerides levels (Fig. 8C), analysis revealed only a diet effect (F.35 =
77.36, p < 0.0001) that was opposed to cholesterol esters. Levels were decreased by
46% in Cbg+/+ (Cbg+/+ vs. Cbg+/+ HF) and by 68% in Cbg-/- (Cbg-/- vs. Cbg-/- HF).

In UCMS condition, the decrease of triglycerides levels by HF diet was similar
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between Cbg+/+ and Cbg-/- (57% Cbg+/+ S vs. Cbg+/+ HFS and 58% Cbg-/- S vs.
Cbg-/- HFS).

Plasma free fatty acids (Fig. 8D) were then analyzed and we observed genotype
(Fa5 = 11.98, p = 0.001) and diet effect (F(1.35) = 6.67, p = 0.014). We noted that
profiles of plasma free fatty acids levels induced by each treatment were similar
between Cbg+/+ and Cbg-/- (HF decreased, UCMS unchanged and HFS decrease
levels), but once again, in Cbg-/- this was attenuated.

Finally, plasma phospholipids levels (Fig. 8E) presented genotype (F(1.35) = 4.60, p
= 0.04) and diet effect (F(1.35) = 6.24, p = 0.02). Whatever the conditions, levels of
phospholipids were slightly higher in Cbg-/- mice. Moreover, in both Cbg+/+ and Cbg-
/- mice, HF diet combined to UCMS tended to increase plasma levels.

Plasma fatty acids were then measured in cholesterol esters, phospholipids and

triglycerides classes (see suppl. data Table 1, 2 and 3).

To study lipid synthesis further, PPARy and SREBPc mMRNA, were measured in
liver (Fig. 9A & 9B). For PPARY, the three-way ANOVA analysis showed a genotype
effect (F(1;59) = 6.69, p = 0.01), profiles of expression of PPARYy being higher in Cbg-/-
than Cbg+/+ mice, and a diet effect (F(1.59) = 20.37, p < 0.001). Indeed, the HF diet
induced in both genotypes and both unstressed and UCMS conditions an increase of
gene expression. For unstressed condition, HF increased the expression of 267% for
Cbg+/+ (Cbg+/+ vs. Cbg+/+ HF, p = 0.008 by t test) and of 288% for Cbg-/- (Cbg-/-
vs. Cbg-/- HF, p = 0.005 by f test). Then, for UCMS condition, HF increased the
expression of 169% for Cbg+/+ (Cbg+/+ S vs. Cbg+/+ HFS, p = 0.04 by ¢ test) and of

85% for Cbg-/- (Cbg-/- S vs. Cbg-/- HFS, but p = 0.02 by f test).
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Regarding SREBPic mRNA, only a diet effect was detected by 3 way ANOVA
(Fas8) = 5.68, p = 0.01). As for PPARy, we observed that HF diet increased the
expression level of SREBP4¢ in unstressed and UCMS conditions and this profile
seemed to be larger for Cbg-/- mice. Indeed, when in unstressed condition the
increase of the expression was around 2 fold greater in Cbg+/+ mice (203% increase
in Cbg+/+ and 103% increase in Cbg-/- mice), in UCMS condition the increase of the
expression was around 3 fold greater in Cbg-/- mice (32% increase in Cbg+/+ and
96% increase in Cbg-/- mice). However, no statistical difference was observed by t

test analysis.

5) Consequences of HF diet and UCMS on mood neurobiology parameters

Firstly, monoamines norepinephrine (Fig. 10A), serotonin (Fig. 10B), and its main
metabolite 5-HIAA (Fig. 10C), and dopamine (Fig. 10D) and its metabolite DOPAC
(Fig. 10E) were measured in frontal cortex of each mice group by HPLC.

Three-way ANOVA analyses showed for norepinephrine neurotransmitter a
genotype x UCMS interaction (F.64) = 4.20, p = 0.04). Indeed, norepinephrine level
in frontal cortex was decreased by UCMS procedure in Cbg+/+ mice (Cbg+/+ vs.
Cbg+/+ S, p = 0.01) but not in Cbg-/- S mice that have expression not different from
Cbg-/- but higher than Cbg+/+S (p = 0.02). No change was induced by genotype, HF
or UCMS procedure for serotonin and 5-HIAA, dopamine and DOPAC. However, we
observed by t test analysis that dopamine levels in Cbg-/- HFS mice were higher to

Cbg-/- mice group (p = 0,009).

To complete these data gene expression analyses were performed. We chose

genes that are known to be regulated by glucocorticoids and diet as well as involved
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in mood modulation (Fig. 11). Three-way ANOVA revealed no statistical effect for the
serotonin 5-HTa receptor mRNA measured in hippocampus (Fig. 11A). However, a
higher expression of this gene was found for Cbg-/- mice compared to Cbg+/+ mice
(p =0.03 by ttest).

BDNF gene expression in hippocampus (Fig. 11B) was not different between
groups. However UCMS had a tendency to modulate gene expression that produced
differential effect in Cbg+/+ (decreased) and Cbg-/- (unchanged or increased). Then,
Cbg-/- HFS display a 20.5% reduction, although not statistically significant, of BDNF
expression compared to Cbg-/- controls. Interestingly, CB1 mRNA in hippocampus
(Fig. 11C) presented the same profile of expression than BDNF.

NPY gene expression in hypothalamus (Fig. 11D) showed a robust diet effect by
three-way ANOVA (F1:52) = 25.20, p < 0.001), HF diet increasing NPY expression as
expected, especially in Cbg+/+ HF.

Finally, cerebral cytokines interleukin 6 (lI-6) (Fig. 11E) and Interleukin 1 beta (Il-
1B) (Fig. 11F) were examined. Three-way ANOVA detected only a genotype effect
(Fs9) = 7.258, p = 0.009) for 1I-6 mRNA expression in hippocampus that appeared
higher in Cbg-/- mice (p = 0,04 by t test). No significant effect was detected for II-1
gene expression. However, II-1B presented an apparent lower expression of
Cbg+/+S vs. Cbg+/+, a similar profile of expression than |l-6 gene within Cbg+/+
mice. The expression in Cbg-/- however, appeared not different than Cbg+/+ under

standard diet and was not influenced by any conditions.
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Discussion

Obesity and depression are two important public health diseases in modern
Western society and the daily stress environment with easy access to food notably
enriched in fat is an important factor favoring the development of these diseases.
However, some people are more vulnerable because of their susceptibility to present
a dysregulated response to chronic stress leading to notably hyper- or hypo-
glucocorticoid response. The aim of the present study was to characterize the role of
CBG in the physiological and emotional regulations induced by high fat diet,

unpredictable chronic mild stress and the combination of both.

1. Impact of Cbg deficiency under standard diet and "no stress" conditions

The comparison of Cbg+/+ and Cbg-/- under standard diet in this study provides
new interesting data. Indeed, Cbg-/- mutants hold an endogenous decreased
capacity to endure variations of the environment and stressors. This is confirmed in
particular by an increased immobility behavior in the forced swim test, as observed
previously (Richard et al., 2010) and a decreased locomotion in the open-field test
performed under aversive conditions. The origin of these behavioral differences
stems from a lower circulating corticosterone pool in Cbg-/- compared to Cbg+/+.
Although free corticosterone could not be measured in this study, we know from
previous analyses that the low corticosterone pool in Cbg-/- mice translates into
equivalent free corticosterone at rest but suboptimal free corticosterone levels in
stressful conditions. Furthermore, we had shown that free corticosterone levels were

inversely correlated with immobility scores in the forced swim test (Richard et al.,
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2010). Thus, the altered behavior in forced swim and aversive open-field tests is
probably the results of these suboptimal free corticosterone levels.

Then, there are several indices suggesting that Cbg-/- mice display a slight
hypocorticosteronism that may come from the accumulation of mild stressors
encountered during breeding. First several glucocorticoid target genes are more
weakly regulated in Cbg-/- compared to Cbg+/+. 1I-6 and 5HT1A mRNA, that are
known to be negatively regulated by glucocorticoid (Huang and Cidlowski, 2002;
Lanfumey et al., 2008), are overexpressed in the hippocampus of Cbg-/- mutants. As
these genes have an influence on mood regulation they may explain in part the
behavior in forced swim and open-field tests. Glut4 is another well described
glucocorticoid target gene (Dinneen et al., 1995) that was found under-induced in
muscle of Cbg-/- mice. The consequence of this suboptimal expression of Glut4 will
be lower glucose utilization by tissues that may explain an altered adaptation to
stressors. Free fatty acid were found at lower levels in Cbg-/- plasma compared to
Cbg+/+. This again may be explained by a lower metabolic action of glucocorticoids
on triglycerides in the mutant mice. The expression of 11BHSD1 in hippocampus and
CRFR1 in hypothalamus are also slightly over-expressed in Cbg-/- mice. Although
their regulation by glucocorticoids might not be direct, their over-expression may
have been induced over time in order to compensate for low corticosterone levels in
Cbg-/- mice.

Finally, Cbg-/- mice were found ~9% heavier than Cbg+/+ controls using a large
number of mice (n = 40 per group) and robust statistics (p < 0.001). PPARy and
SREBPic genes were slightly increased in the liver of Cbg-/- mice, suggesting that
their heavier weight may come from enhanced lipid synthesis. To complete these

data it would be interesting to measure these genes in fat tissue as well. In a
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previous analysis we had measured fat mass percentage using an X-ray scan and no
difference were found between Cbg+/+ and Cbg-/- despite a similar body weight
difference. Rather, bone mineral density, another physiologic parameter down-
regulated by glucocorticoid, was found elevated in Cbg-/- (unpublished data).

Overall, our data suggest that Cbg-/- kept under a standard diet and with limited
stress show signs of hypocorticosteronism associated with behavioral and endocrine

alterations.

2. Impact of HF diet in CBG deficient mice

Our data show that under a high fat diet, Cbg-/- and Cbg+/+ presented the same
weight gain at least after 12 weeks of diet. The food intake was also similar between
genotypes, increasing in calories but decreasing in quantity.

Consequences of high fat diet on behavioral reactivity were observed in Cbg+/+
with significant decrease in locomotion in open field and a tendency for decreased
immobility in forced swim test. However in Cbg-/-, HF diet does not affect further the
locomotion in open field that is already low nor does it changed the high immobility
behavior in the forced swim test.

The impact of the HF diet on the HPA axis was absent or much weaker in Cbg-/-
mice contrary to Cbg+/+ mice : elevation of corticosterone levels was observed in
both genotypes but CRF, as expected (Dallman et al., 1995), CRFR1 and POMC
mRNAs induction were significant in Cbg+/+ only. Furthermore, NPY mRNA was
greatly induced in both genotype in HF groups, as demonstrated in a study
conducted on “obese “ Zucker rats (Dryden et al., 1995). Then, NPY gene expression
was again found at a lower level in Cbg-/-. It was described that this elevation of

NPY mRNA contributed to energy and fat store, favoring obesity development.
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Indeed, it was observed in rat studies that adrenalectomy led to decrease food
intake, weight loss and was associated to decrease NPY efficiency (Castonguay et
al., 1986). Then, effects of adrenalectomy were reversed by corticosterone
administration (King et al., 1983). Moreover, high levels of corticosterone can lead to
excessive food intake resulting to important weigh gain and fat store (Campfield et
al., 1995). In our experiment, whereas NPY was observed lower in Cbg-/- HF mice
food consumption was found similar between genotypes. This may be due to an
inadequate food consumption assessment.

Similarly, the HF diet induced a hyperglycemia in both genotypes but after 18
weeks of diet this glucose increase in Cbg-/- was no longer significant compared to
controls. Furthermore, the differences between genotypes in free fatty acid levels as
well as in Glut4, mRNA levels were exacerbated under HF diet. Finally, concerning
neurotransmitters levels in cortex and genes involved in mood regulation no effect of
HF diet was detected for either genotype.

Thus the HF diet resulted mainly in metabolic changes in both Cbg+/+ and
Cbg-/-. The effect of HF diet on behavior are present only in Cbg+/+. At the biological
level there are differences between genotypes that may originate from corticosterone
levels increased above normal values in Cbg+/+ HF while remaining low in Cbg-/-
HF. We observed for both genotypes expected physiological consequences of
increased corticosterone in mice that are probably hyperinsulinemic under HF diet,
e.g. increased lipid synthesis (measured through PPARy and SREBP1c). Regarding
behavior, the influence of elevated corticosterone is not so clear as corticosterone
usually leads to enhanced locomotor activity but the opposite was observed in the

open field test.
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3. Impact of UCMS in CBG deficient mice

Some authors had observed that chronic mild stress exposure can lead to weight
loss associated to hypophagia and reduction of body fat mass in rodent (stress
procedure consisting in chronic intermittent immobilization stress, 2 hours / day) and
human (stress procedure consisting in an interview about the life events and recall
difficulties) (Marti et al., 1993; Rojo et al., 2006). However in our study, the effect of
UCMS treatment, consisting in most of the commonly used “mild” stressors (Mineur
et al., 2006; Schweizer et al., 2009), was not observed on body weight, food intake,
lipid synthesis in liver (through PPAR, or SREBPic mRNA expression), or sucrose
preference for any genotype. However, plasma cholesterols levels were found lower
after UCMS, equivalently in Cbg+/+ and Cbg-/-. Furthermore, the expected increase
in immobility behavior was detected in the forced swim test in Cbg+/+ S mice
although locomotor activity in the open field test was not affected. This result
indicates that the UCMS treatment although moderate had an impact on emotional
reactivity in wild-type animals.

Along the same lines, corticosterone levels were found decreased in Cbg+/+ S
vs. controls in the evening and were associated with decreased 11BHSD1, MR and
GR expression in hippocampus as expected (van Haarst et al., 1996; Furay et al.,
2008), but with increased CRF and CRFR1 expression in hypothalamus.
Furthermore, no effect of UCMS was detected on POMC mRNA levels in pituitary.
Blunted corticosterone levels after chronic stress could be interpreted as a
disengagement of the individual following repeated and uncontrollable stress.
Noradrenaline levels in frontal cortex, BDNF and CB1 expression in hippocampus

and Gluts expression in muscle were also down regulated by the UCMS regimen in
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Cbg+/+ animals. These modifications may contribute to the altered behavior in the
forced swim test. Interestingly, none of these effects were found in Cbg-/-S mice. In
these mutants, corticosterone levels are not different from Cbg-/- controls after the
UCMS treatment, remaining at low levels. The immobility behavior remained high and
did not increase further and no effect on neither noradrenaline nor gene expression
in brain or muscle was detected in Cbg-/- S mice. Thus the Cbg-/- mice presented an
insensibility to the UCMS treatment that thus did not modify the endogenous

helplessness trait and hypocorticosteronism observed in Cbg-/- controls.

4. Impact of HF diet combined to UCMS in CBG deficient mice

The HF diet combined to UCMS treatment provided unexpected results. In
Cbg+/+ HFS mice, the UCMS treatment did not affect the weight gained by the HF
diet, as observed in a study conducted on C57BL/6J male mice (Petro et al., 2004).
The immobility behavior was high as for UCMS treatment alone and thus not
modified by the combination with HF diet. However, at the biological levels we
observed a normalization of corticosterone levels, MR, GR, 11bHSD1, CRF and
CRFR1 mRNA expression in brain as well as noradrenaline levels in cortex and
BDNF, CB1, II-6 and II13 gene expression in hippocampus. Glut4 mRNA expression
only, remained under normal values in Cbg+/+ HFS compared to Cbg+/+ controls.
These results are in discrepancy with another study investigating a similar procedure
consisting in a long term HF diet combined to chronic stress exposure, on male mice.
In this study, authors showed a protective role of long term exposure to the similar
HF diet to stress-induced depressive-like symptoms evaluated by the forced swim
test and weight loss. Interestingly, they observed the opposite consequences with a

low-fat diet showing no behavioral consequences due to chronic stress exposure that
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remaining depressive-like compared to a standard diet (Finger et al., 2011). These
results opposite to ours can be explained by the difference in the chronic stress
protocol based on social defeat stress, psychologically and physically more intense
than our chronic mild stress procedure.

In Cbg-/- we obtained a very different picture. Cbg-/- HFS showed an 18% weight
loss compared to Cbg-/- HF mice, indicating an effect of UCMS under HF diet that
was not apparent under standard diet. The same Cbg-/- HFS group presented a
reduced immobility behavior in the forced swim test reaching levels similar to Cbg+/+
controls levels. However their locomotor activity in the open field is reduced
compared to the Cbg-/- S and equivalent to Cbg-/- under standard or HF diet. The
corticosterone levels of these Cbg-/- HFS remained low especially in the evening and
HPA genes were not affected except CRF expression slightly increased, as for Cbg-/-
HF. POMC gene expression in pituitary only was found elevated compared to Cbg-/-
controls. Serotonin and dopamine levels in cortex were also slightly increased and
5HT1A, BDNF, CB1 and Il-6 gene expression were found decreased compared to
Cbg-/- controls. In this group as for Cbg+/+HFS, Glut4 mRNA levels were very low.

Taken together these data suggest that in Cbg+/+ animals the effect of HF diet
and of UCMS on biological parameters are compensated when HF diet and UCMS
are combined except for glucose utilization. As the weight gain and the helplessness
trait remained in the Cbg+/+ HFS group, it is tempting to conclude that glucose
utilization is major in the maintenance of the obese and depressive-like phenotypes.
However, Gluty mRNA levels were found very low too in the Cbg-/- HFS group that
showed a weight loss and a decrease in immobility behavior in the forced swim test.
In this Cbg-/- HFS group, some biological modifications may explain the phenotypes

observed : the increase in CRF and POMC mRNA levels, as well as the decrease in
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CB1 and 1I-6 mRNA levels, suggest that the glucocorticoid signaling is enhanced
compared to Cbg-/- controls. Corticosterone levels reached normal Cbg+/+ values in
the morning but remained low in the evening. Free corticosterone levels remain
unmeasured but may reveal an increased glucocorticoid signaling in this group.
Finally, the restoration of normal 1I-6 mRNA levels in the hippocampus may contribute
to the decreased despair-like behavior (Dantzer et al., 2008).

Overall, these results showed that Cbg-/- mice coped differently to a control
mice in HF, UCMS or HF combined to UCMS conditions where they were pardoxally
more “adapted” to this situation apparently strongly aversive. This study prompted us
to demonstrate a larger and important role of CBG expression that those previously
described. Despites these direct effects on glucocorticoids pool size in plasma, CBG
present important roles in the metabolic field especially on lipids composition and
synthesis and glucose reuptake. Supplemental analyses of these systems are
necessary to determine a more precisely role of CBG, but best considerations must

be really taken concerning CBG glycoprotein.
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Figure legends

Table 1: Sequences of primers used for gene expression analyses by RT-qPCR

Genes Primers Sequence5'—> 3'
18 5 RNA Forward ACCGCAGCTAGGAATAATGGA,
Reverse GCCTCAGTTCCGAAAACTAA
MR RMA, Forward GLCGTGGAAGGACAACACA,
Reverse CCTAAGTTCATGCCGGCTTG
GR RMA Forward GTGGAAGGACAGCACAATTACCT
Reverse GUGGCATGCTGGACAGTT
CRF RMNA, Forward CAGCCCTTGAATTTCTTGCA,
Reverse TCACCCATGCGGATCAGA
CRF-R1 RMNA Forward GGAGCATCCGGTGCCTG
Reverse ALAGCCGAGATGAGGTTCCA,
PORMC RMA Forward ACGGAGAGCAMCTGCTGE
Reverse GLGAGAGGTCGAGTTTGCA
T1EHEDT RMNA, Forward GGAAGGTCTCCAGAAGGTAGTGTC
Reverse GAGGCTGCTCCGAGTTCAAG
-6 RMA, Forward ACAAGTCGGAGGCTTAATTACACAT
Reverse AATCAGAATTGCCATTGCACAA,
13 RMA Forward AACCAACAAGTGATATICTCCATGAG
Reverse GCCCAAGGCCACAGGTATT
5-HTis RMA, Forward TCACTTGGCTCATTGGCTTTC
Reverse GCGCCAGCCCAGTAT
BOMNF RMA, Forward CACAATGTTCCACCAGGTGAGA
Reverse GCCTTCATGCAACCGAAGT
CB1 RMA Forward GTGCTGTTGCTGTICATTGTG
Reverse CTTGCCATCTTICTGAGGTGTG
MP RINA Forward TCCAGCCCTGAGACACTGATT
Reverse CACCACATGGAAGGGTCTTCA
Glutd RRA, Forward TCCCTTCAGTITGGCTATAACATTG
Reverse CTACCCAGCCACGTTGCATT
FPRARYy RMNA, Forward CACAATGCCATCAGGTITGG
Reverse GCTGGTCGATATCACTGGAGATC
SREPB1C RMA Forward GGCACTAAGTGCCCTCAACCT
Reverse GCCACATAGATCTCTGCCAGTGST
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Figure 1: Experimental design

Experimental design of this experiment conducted on 20 weeks. Cbg+/+ and Cbg-/-
male mice (2Cbg+/+ and 2 Cbg-/- per cage) were submitted to standard diet or to
high fat (HF) diet, for 20 weeks. Then, at week 14, an unpredictable chronic mild
stress procedure (UCMS) was imposed during 4 weeks to half of the cages for each
diet group, then placed in individual cage. The UCMS procedure consisted of random
exposure to many mild stressors, twice a day as described in the table (O/N for
overnight). Thus, 8 groups of mice composed this experiment: mice in standard diet
(Cbg+/+, Cbg-/-), mice in HF diet (Cbg+/+ HF, Cbg-/- HF), mice in standard diet with
UCMS procedure (Cbg+/+ S, Cbg-/- S) and mice in HF diet with UCMS procedure
(Cbg+/+ HFS, Cbg-/- HFS). Some behavioral tests were performed: sucrose
preference tests (on week 12 and 18), open field (week 18) and forced swim test
(week 19). Animals were sacrificed the morning on week 20.

Open Field

Sucrose Preference Tests Forced Swim Test

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19,20 wesks

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Days Day 6
Al Cage tilt at 457 Wetcage Mo liter Air puff
Wezk 1 (€h) (&h) (8h) (3 times)
P _ Lighton Change mouse  Caga tilt at 45° Lighton _
Q) cage (Ah) (O/N) (DIN)
A Charge mouse Air puff No litter Cage tilt al 45
Wesk 2 cage (Gh} B (3times) - (Bh) [6h)
P Light On Cage tilz et 487 Light Cn Wet cage _ _
(O} 1QIN) (o) (OIN)
A Wet cage Cage til at 457 Air puff Ma liter Change mouse
Wesk 3 (6h) (6h) (3times) (Bh) caga (6h) -
- Air puf Lighton _ Cage tilt at 45° Light On Alr puff
(3 tirnes) 1OIN) (OH) (OINy (3 times)
A Cage tilt at 45° Wetcage Ma litter _ Changz mouse
Waesk 4 (8h) (6h) B (8h) sage (6h)
PV No litter Light On Air puff LightCn
(6h) (QIN) (3times) (O1N) - =
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Figure 2: Body weight evolution

A: body weight of Cbg+/+ and Cbg-/- mice at the beginning of the experiment (day 0),
in standard diet

Body weight evolution for the 20 weeks of experiment time in Cbg+/+ (B) and Cbg-/-
mice (C). Standard or HF diet was imposed for 20 weeks; the UCMS procedure
began week 14 and finished week 18.
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Figure 3: Consequences of HF diet and UCMS procedure on emotional
behavior

Sucrose preference test was conducted two times at week 12, and 18. A: Sucrose
1% consumption during two consecutive days at week 12, on animals in standard
diet or HF diet. At this stage, animals were 4 per cage (2 Cbg+/+ and 2 Cbg-/-). B:
Sucrose 1% consumption during two consecutive days at week 18, on animals in
standard diet or HF diet, without stress. Animals were always 4 per cage (2 Cbg+/+
and 2 Cbg-/-). C: Sucrose 1% consumption during two consecutive days at week 18,
on animals in standard diet or HF diet, combined with UCMS procedure. Animals
Cbg+/+ or Cbg-/- were placed in individual cage.

Then, animals were submitted to the open field test conducted the evening.
Locomotor activity evaluated by the number of squared crossed (D) and anxiety like
behavior evaluated by the number of center squared crossed / total number of
squares crossed on the 8 groups of mice (E).

Finally, despair-like behavior was evaluated the evening in the forced swim test on
the 8 groups of mice (F).

* post-hoc p value vs. Cbg+/+; + post-hoc p value vs. Cbg-/-; $ post-hoc p value vs.
Cbg+/+ HF, # post-hoc p value vs. Cbg+/+ S and = post-hoc p value vs. Cbg+/+ HFS.
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Figure 4: Total plasma corticosterone concentration (nM)

Concentration in the morning (A) and the evening (B) of week 18, on the 8 groups of
mice

* post-hoc p value vs. Cbg+/+; + post-hoc p value vs. Cbg-/-; $ post-hoc p value vs.
Cbg+/+ HF, # post-hoc p value vs. Cbg+/+ S and = post-hoc p value vs. Cbg+/+ HFS.
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Figure 5: Gene expression of HPA axis gene involved in HPA axis activity

Gene expression by RT-gPCR of MR (A), GR (B) and 11BHSD; (C) in hippocampus,
of CRF (D) and CRF-R1 (E) in hypothalamus and CRF-R1 (F) and POMC (G) in
hypothalamus.

Major statistical effects are written on each figure and when a significant effect is
detected the post-hoc p value is illustrated by a symbol: * post-hoc p value vs.
Cbg+/+; + post-hoc p value vs. Cbg-/-; $ post-hoc p value vs. Cbg+/+ HF, # post-hoc
p value vs. Cbg+/+ S and = post-hoc p value vs. Cbg+/+ HFS.
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Figure 6: Food intake monitored for both quantitative (grams) and quantitative
(kilocalories) consumption on week 19

A & B: Food intake for unstressed mice. These measures were done on common
cage of 2 Cbg+/+ and 2 Cbg-/-.

C & D: Food intake for UCMS mice. These measures were done on individual cage
of Cbg+/+ or Cbg-/- mice.
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Figure 7: Blood glucose concentration and Glut; mRNA expression in muscle
Blood glucose concentration (mg/mL) measured at week 12 (A) and at week 18 of
the experiment (B).

C: Gluty mRNA expression measured by RT-gPCR in muscle in the 8 groups of mice.
Major statistical effects are written on Glut, figure.

* post-hoc p value vs. Cbg+/+; + post-hoc p value vs. Cbg-/-; $ post-hoc p value vs.
Cbg+/+ HF, # post-hoc p value vs. Cbg+/+ S and = post-hoc p value vs. Cbg+/+ HFS.
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Figure 8: Plasma lipids profiles in the 8 groups of mice, measured week 20 at
sacrifice including A: cholesterols, B: cholesterols esters, C: triglycerides, D: free
fatty acids and E: phospholipids.

Major statistical effects are written on each figure and when a significant effect is
detected the post-hoc p value is illustrated by a symbol *.
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Fiqure 9: Gene expression of PPAR, (A) and SREBP+c (B) in liver, both genes
implicated in lipid synthesis, measured by RT-qPCR
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Figure 10: Monoamines norepinephrine (A), serotonin (B), and its main
metabolite 5-HIAA (C), dopamine (D) and its metabolite DOPAC (E) were
measured in frontal cortex of each mice group by HPLC.

Major statistical effects are written on each figure and when a significant effect is
detected the post-hoc p value is illustrated by a symbol: * post-hoc p value vs.
Cbg+/+; # post-hoc p value vs. Cbg+/+ S
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Chapitre 4

Figure 11: mRNA levels of genes, measured by RT-qPCR, regulated by
dglucocorticoids and diet and involved in mood regulation

A: 5-HT1ao mRNA in hippocampus, B: BDNF mRNA in hippocampus, C: CB1 mRNA
in hippocampus, D: NPY mRNA in hypothalamus, E: Il-s mRNA in hippocampus, F: II-
1¢ MRNA in hippocampus.

Major statistical effects are written on each figure
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

L’objectif général de ce travail de thése était d’étudier les conséquences
fonctionnelles de la déficience en CBG, en particulier sur les réponses de stress.
L’ensemble de ce travail a été conduit a I'aide de notre modéle original de souris
knock-out total pour le gene Cbg. Ces souris Cbg+/- et Cbg-/- nous ont permis d’en
apprendre plus sur le réle et les fonctions de la CBG. Chaque chapitre ayant fait
l'objet d’'une discussion approfondie, nous nous focaliserons sur les apports
qgu’offrent notre étude et les perspectives de recherche qui en découlent.

Role majeur de la CBG dans la composition d’une réserve

plasmatique de glucocorticoides

L’étude de ces souris déficientes en CBG a permis de confirmer que cette
glycoprotéine synthétisée par le foie et libérée dans le plasma joue un réle majeur
dans la taille de la réserve plasmatique des glucocorticoides et de leur
biodisponibilité. En effet, en condition de repos, nous avons observé que la réserve
plasmatique de corticostérone totale est diminuée lorsque les niveaux de CBG
plasmatique sont réduits de 50% (souris Cbg+/-) et effondré en absence de CBG
plasmatique (souris Cbg-/-). Pourtant, nous avons observé que malgré cet
effondrement de la réserve corticotrope, la concentration de la corticostérone libre
plasmatique est inchangée le soir, en début de phase active. Cette observation est
capitale dans la compréhension de la régulation corticotrope. En effet, selon la
théorie de Mendel, seule la fraction libre de I'hormone est active (Mendel, 1989).
Ainsi, malgré cette mesure de corticostérone totale effondrée, la déficience en CBG
n’‘a aucun impact sur la régulation de I'axe corticotrope en situation pas ou peu
stressante. En effet, cette déficience n’est pas Iétale, la fonction de reproduction ne
semble pas étre perturbée et nous n’avons jamais observé de perturbation
comportementale dans des situations n’induisant pas ou peu de stress.

Cependant, nous avons observé, chez les males, que la concentration de

corticostérone libre mesurée le matin est plus élevée chez les Cbg-/- que chez les
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animaux de type sauvage alors que le soir au pic circadien, nous venons de le
mentionner, nous observons le profil inverse. La déficience en CBG conduit donc a
un émoussement du cycle circadien. Chez 'Homme, un déreglement du rythme
circadien peut étre associé a un mode de vie stressant comme chez les travailleurs
de nuit et est observé par exemple dans le syndrome de fatigue chronique, ou
encore dans les troubles du sommeil (Chung et al., 2011). Lincidence d’une
augmentation de corticostérone en phase de repos (le matin) n’a pas été approfondie
ici, mais il serait alors intéressant d’étudier quelle pourrait étre I'implication de la CBG
dans ces troubles associés au déreglement du rythme circadien.

Il est important de prendre conscience de I'importance de la mesure de la forme
libre des glucocorticoides chez I'animal, comme cela est déja le cas chez 'Homme
(Ho et al., 2006). Sans celle-ci nous aurions conclu, a tord, a une hypoactivité de
I'axe en condition basale, alors que finalement son activité est « normale ». En effet,
les mesures d’ACTH plasmatique, de I'expression des genes des récepteurs MR et
GR et également de la production de corticostérone n’ont montré aucun impact de la
déficience en CBG. Si la réserve est effondrée, c’est en raison de la clairance de
'hormone qui est augmentée en absence de CBG, comme I'a montré Petersen et
ses collaborateurs dans leur propre modéle de souris k.0. Cbg (Petersen et al.,
2006).

Il est toutefois possible que des compensations développementales se soient
produites masquant potentiellement des effets de la déficience en CBG induite par
un k.o. total du géne. Aussi, nous pourrions croiser nos souris, qui ont 'avantage
d’étre floxées, avec une souris Cre de type Alb-Cre-ER™ (Metzger et al., 1995) qui
permettrait alors I'expression conditionnelle du géne Cbg dans le tissu hépatique. En
induisant la délétion du gene Cbg a différents stades du développement, ce modéle
nous offrirait ainsi 'opportunité d’étudier le réle physiologique de la CBG au cours de
'ontogénése. Nous pourrions également étudier le réle de la CBG dans la réactivité
au stress de I'axe corticotrope au cours de la période périnatale, connue pour étre
critique dans le développement de vulnérabilité individuelle face au stress (Lupien et
al., 2009; Claessens et al.,, 2011). Enfin, dans lintroduction, nous évoquions la
possibilité d’'une production extrahépatique de la CBG notamment dans le cerveau
dont la présence a été détectée par immunohistochimie par quelques équipes (cf.
introduction générale, Ill, A. 2)). La CBG ne passant pas le barriére
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hématoencéphalique (Pardridge et al., 1986), la question se pose quant a son
potentiel lieu de production dans le cerveau, et a sa fonction. En collaboration avec
Elena Sivukhina et de G. Jirikowski (Jena, Allemagne), nous avons trés récemment
comparé par immunohistochimie la présence de CBG dans le cerveau des souris
Cbg+/+ et Cbg-/-. La CBG a été détectée dans les neurones et les astrocytes de
divers régions cérébrales des souris Cbg+/+. De maniere intéressante, celle-ci n’est
pas retrouvée chez les souris Cbg-/-. Ensuite, nous avons voulu savoir si cette
protéine détectée dans le cerveau était bien la méme que celle produite par le foie.
Nous avons alors cloné 'ADNc de la Cbg a partir d’'un broyat d’hypothalamus des
souris Cbg+/+ et nous avons comparé sa séquence a celle provenant du foie et nous
observons une parfaite homologie de séquence. L’expression du géne de la Cbg a
également été mesurée par RT-gPCR dans divers régions cérébrales. Nous
observons des différences d’expression entre les souris Cbg+/+ et Cbg-/-, cependant
'expression est trés faible. Afin de pallier a ce probleme nous avons récemment
sacrifié des souris Cbg+/+ et Cbg-/- aprés un stress de contrainte ou aprés
surrénalectomie dans le but d’augmenter I'expression endogéne du géne. Enfin,
nous avons également développé deux modéles de souris knock-out Cbg tissu

CamKinase—Cre) et ne

spécifique, le premier est spécifique des neurones (souris k.o. Cbg
présente pas de phénotype particulier dans le test de la nage forcée. Le deuxiéme
modéle est spécifique des astrocytes et est inductible par le tamoxiféne (souris k.o.

CbgCFAP-Ce™) "Celui-ci n’a pas encore fait I'objet d’'une étude phénotypique.

Role majeur de la CBG dans la réqulation fine de la réeponses des

glucocorticoides au stress

C’est en situation stressante justement, que notre modele nous a permis d’en
apprendre beaucoup plus sur le réle de la CBG dans la régulation de la réactivité des
glucocorticoides au stress. En effet, nous avons accumulé un ensemble de données
robustes démontrant que la réponse comportementale des souris déficientes en CBG
en situation stressante est altérée : immobilité augmentée dans le test de la nage
forcée, évitement du choc électrique diminué dans le test de résignation apprise, pas
de sensibilisation a la cocaine, pas de perturbation de l'interaction sociale aprés une
expérience de défaite sociale, insensibilité au stress chronique modéré et
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imprévisible, ou encore pas d’altération de la mémoire de rappel apres I'application
d’'un stress. Ces tadches comportementales ont toutes le point commun d’'impliquer
une élévation plasmatique des niveaux d’hormones glucocorticoides totales et
surtout libres. Or, aprés un stress, nos souris déficientes en CBG présentent, certes,
une élévation des concentrations de corticostérone libre mais celle-ci est altérée par
rapport a celle mesurée chez les souris de type sauvage. De maniéere intéressante,
nous retrouvons ce défaut d’élévation des niveaux de corticostérone libre aprés un
stress dans un tissu cible des glucocorticoides : I'hippocampe. C’est justement cette
hypo-réponse de corticostérone libre plasmatique que nous relions a cette altération
comportementale. L’infusion de corticostérone intrahippocampique chez ces souris
Cbg-/-, mimant ainsi I'élévation de corticostérone libre qui leur fait défaut aprés un
stress, démontre bien notre hypothése puisque nous restaurons un phénotype de
sensibilité au stress. Il serait d’ailleurs fortement intéressant de réaliser des infusions
de corticostérone mimant I'élévation de I'hormone aprés un stress en ICV (intra-
cérébro-ventriculaire) et de tester nos animaux dans les différentes taches
comportementales utilisées dans cette étude. En effet, nous pensons que c’est
précisément cette augmentation de I’hormone libre qui favorise I'’évaluation cognitive
de la situation stressante/menacante par l'individu qui, associée a une réactivité
emotionnelle, conduit a 'ajustement de la réponse comportementale (fight or flight) et
permet ainsi a l'individu de lutter et de faire face a la situation. C’est ce que Lazarus
qualifie de coping (Lazarus, 1993). Il serait également intéressant de rétablir les
niveaux de CBG des souris Cbg-/- par I'administration de CBG exogéne dans la
circulation. Or, actuellement nous n’avons pas synthétisé la protéine CBG
principalement pour deux raisons : 1) la production a grande échelle de la CBG est
trop couteuse, 2) la CBG est une glycoprotéine composée de six sites de
glycosylation important quant a la fonctionnalité de la celle-ci, or in vitro cette
modification secondaire de la protéine n’est actuellement pas maitrisée (Schiestl et
al., 2011).

Nos résultats permettent ainsi de préciser le role que joue la CBG dans la
réponse de stress. En effet, nous avons vu que I'absence de CBG ne perturbe pas
ou peu l'activité basale de I'axe corticotrope. Par contre en situation stressante, le
tonus de l'axe corticotrope est diminué, favorisant un défaut de la réponse des
glucocorticoides libres qui atteignent les tissus cibles via leurs récepteurs MR et GR
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afin d’initier la mise en place de la réponse adaptative au stress. Ceci démontre ainsi
le r6le majeur que joue la CBG dans la régulation fine de la réactivité au stress des
glucocorticoides. En effet, nous pourrions penser que I'absence de CBG conduit a
une augmentation des concentrations de I'hormone libre et qu'au contraire
laugmentation des niveaux de CBG, en se liant a la corticostérone, diminue le
niveau de I'’hormone libre. Ceci est vrai en condition de stress aigu. Or, les liaisons
que forment les glucocorticoides avec la CBG sont dynamiques et finalement nous
observons que plus il y a de CBG, plus il y a une facilité d’échange entre la forme
libre et liee de I’hnormone. Il faut donc comprendre qu’en réponse au stress, il y a une
augmentation de la production de glucocorticoides et grace a leurs liaisons
dynamiques qu’ils forment avec la CBG, ces hormones peuvent étre maintenues
dans le plasma. Ceci est crucial, car en I'absence de CBG la corticostérone (ou le
cortisol) ne peut justement pas étre maintenue dans le plasma et est alors éliminée
dans les urines. Ainsi, en réponse au stress, la présence de la CBG permet
d’augmenter la taille de la réserve plasmatique de corticostérone totale et libre.

Les travaux de (Qian et al., 2011) vont dans ce sens. En effet ils montrent chez
le rat, que suite a un stress aigu, la CBG contenue dans le foie est rapidement
libérée. Les auteurs suggérent que ce phénoméne permet dans un premier temps
d’augmenter la réserve plasmatique de glucocorticoides puis dans un deuxieme
temps d’augmenter les niveaux de I'hormone libre. Enfin, cette augmentation des
niveaux de corticostérone libre que permet la présence de CBG conduit a un
rétrocontrdle de I'axe corticotrope important, du moins proportionnel a 'intensité de la
réponse glucocorticoide, permettant ainsi un retour rapide a une activité « normale »
de I'axe. Pour des animaux déficients en CBG, le stress conduit a une augmentation
de production de corticostérone, qui parce qu’elle ne peut pas étre maintenue dans
le plasma est éliminée dans les urines. Ainsi le niveau de glucocorticoide est moindre
et par conséquent le rétrocontrdle est moins efficace. Cependant cela ne se traduit
pas par une surproduction de corticostérone visible, celle-ci étant éliminée au fur et a
mesure qu’elle est libérée dans le plasma. La figure 22 illustre I'activité basale et la

réactivité au stress de I'axe corticotrope des souris Cbg+/+ et Cbg-/-.
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La CBG joue donc un réle crucial dans I'équilibre entre la production, le

maintien dans le plasma et I'élimination des hormones glucocorticoides

permettant de réguler finement la quantité de glucocorticoides libres et ainsi la

réponse adaptative au stress.

Cbg+/+ BASAL

\ Feliccunlihe

a 7 e
& h

~—
Gluc oi orticoides —
ot *

Or
@ T::s r\h'_‘*& :
P o A
~_ o~ ®
Q?? ﬁ?ﬁ \ Urme

¥ Glucecorticoide

N CBG

Terrosoniale

Glucocorticoides

\ Urine

o

Orgones A »*
cibles **

1 [ cbg-/- STRESS |
.- ¥, : 7
N

POMC / ACTH

Retroc antrds

neyalif

Crganes LY
obles

Figure 22. Activité basale et aprés stress de I’axe corticotrope des souris Cbg+/+ et Cbg-/-.
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De plus, I'étude des femelles renforce notre idée que la variation des niveaux
plasmatiques de CBG impacte directement sur la réserve plasmatique de
corticostérone et en conséquence sur la quantité de corticostérone libre qui atteindra
ses cibles. En effet, nous avons observé qu’une trop forte concentration de CBG
(positivement régulée par les niveaux d’cestrogenes), favorise une hyper-réponse
corticotrope. A linverse, une concentration insuffisante de CBG favorise une hypo-
réponse corticotrope. De maniére intéressante, ces deux versants de dérégulation de
la réponse corticotrope au stress ont une seule et méme conséquence directe sur la
réponse comportementale : une mauvaise réponse adaptative a ce type de stress.
Afin de renforcer cette idée, il serait d’ailleurs intéressant de construire un modéle de
souris surexprimant la CBG afin d’étudier sa réactivité comportementale et

corticotrope en situation stressante.

Une libération intense et/ou chronique de glucocorticoides libres peut étre
neurotoxique pour l'organisme (cf. Introduction |. C. 3)) (Goosens and Sapolsky,
2007). En effet, il a été observé qu’'une élévation chronique des niveaux des
glucocorticoides peut induire, au niveau central, des modifications structurales et
morphologiques et impacter sur la neurogénése. Par exemple, il a été observé une
atrophie des épines dendritiques des neurones hippocampiques ou du cortex
préfrontal, réversible avec l'arrét du stresseur ou au contraire a une hypertrophie
dendritique des neurones amygdaliens, plus problématique car ces modifications
sont persistantes aprés larrét du stresseur (Arnsten, 2009; Roozendaal et al.,
2009a). Ces modifications conduisent alors a de nombreuses altérations cognitives
et émotionnelles (altérations de I'attention, de la mémoire, augmentation de la peur
conditionnée, ou de l'agressivité) (Galea et al., 1997; McEwen, 2000; Sousa et al.,
2008). Or, nous avons observé que nos souris k.o. Cbg sont insensibles a I'effet du
stress chronique. D’ailleurs notre protocole de stress chronique modérée et
imprévisible associé a un régime enrichi en gras, conduisant a une activation
chronique de I'axe corticotrope, a mis en évidence une surprenante « amélioration »
du comportement d’immobilité dans le test de la nage forcée. Ces résultats
suggerent ainsi que I'hypocorticostéronémie de nos souris favoriserait une diminution
des effets neurotoxiques d’une libération chronique de glucocorticoides. |l serait ainsi
intéressant d’'observer la morphologie des neurones hippocampiques, du le cortex

préfrontal et de 'amygdale aprés un protocole de stress chronique.
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La souris Cbg-/- : un modele original d’hypocortisolisme qui offre

des perspectives intéressantes

Le déreglement de la réponse corticotrope dans le sens d’'une hyperréactivité et
ses conséquences physiopathologiques sont trés largement décrit dans la littérature.
A linverse, trées peu d’études font état de I'hyporéactivité de I'axe corticotrope.
Notre modele k.o. Cbg est d’ailleurs 'un des rares modéle animal d’hypo-réactivé
glucocorticoides au stress. Il existe toutefois un autre modele intéressant illustrant
cette balance hyper- hyporéactivité corticotrope au stress : les souris HR (forte
réactivité corticotrope au stress) et LR (faible réactivité corticotrope au stress) issues
d'une sélection génétique et développées par le groupe de Chadi Touma, en
Allemagne (cf. introduction générale I. D) (Touma et al., 2008; Touma et al., 2009;
Heinzmann et al., 2010). Nous avons d’ailleurs fait une collaboration avec ce groupe.
En effet, nous avons proposé a Chadi Touma d’étudier la CBG dans ses lignées afin
d’évaluer la possible implication du géne Cbg dans la sélection des traits d’hyper et
d’hyporéactivité corticotrope au stress. Des souris HR, IR (réactivité corticotrope au
stress intermédiaire) et LR ont été sacrifiées en condition basale le matin et aprés 20
minutes de stress de contrainte. Nous avons alors mesuré dans le foie par RT-gPCR
I'expression de 'ARN de la Cbg. De plus, nous avons mesuré sur les échantillons de
plasma la capacité de liaison de la CBG (Bmax) et les concentrations de
corticostérone totale et libre. De plus, nous avons quantifié la CBG par western blot.
Les résultats, présentés Figure 23, indiquent qu’en effet en condition de stress, les
niveaux de CBG sont plus élevés chez les souris HR que LR, les souris IR ayant des
taux intermédiaires. Actuellement, nous recherchons un polymorphisme dans le gene
de la Cbg expliquant en partie la différence entre ces trois lignées de souris. Ces
résultats trés encourageants renforcent le réle crucial de la CBG dans la régulation
de la réponse corticotrope de stress. En effet, non seulement les études génétiques
de recherche de QTL menées sans hypothése de départ ont placé le géne de la Cbg
comme le facteur génétique le plus important influencant les réponses corticotrope
au stress dans des modeéles porcs et rats, mais également dans une étude issue
d’'une sélection génétique de réactivité corticotrope au stress chez la souris.
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Figure 23 : Etude de la variation de CBG chez les lignées HR, IR et LR de Chadi Touma en
situation contréle (Ctrl) et aprés 20 minutes de stress de contrainte (Restraint).

A : Mesure de I'expression de I'ARN Cbg par RTgPCR dans le foie, B : mesure de la capacité de
liaison (Bmax) de la CBG par courbe de saturation, C: western blot réalisé sur les protéines
plasmatiques avec un anticorps anti-CBG, et mesure de la concentration de la corticostérone
plasmatique totale (D) et libre (E).

Les analyses statistiques sont des 2-way ANOVA suivies du post-hoc de Bonferroni ou du 1-way
ANOVA suivi du post-hoc de Tukey.
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Il est classiguement décrit que des personnes hypocortisoléemiques sont
vulnérables et peuvent souffrir de divers troubles comme des troubles dépressifs de
type atypique, de douleur chronique, ou encore de fatigue chronique (Heim et al.,
2000; Raison and Miller, 2003). Aux vues des résultats de mes travaux de thése, il
serait ainsi intéressant de cibler la CBG dans ces pathologies et d’'observer si elle est
modifiée (au niveau du gene et de la protéine), ce qui n’a pas réellement été réalisé
a ce jour. Ceci apporterait des informations supplémentaires a celles apportées par
les mesures de cortisol généralement réalisées chez ces patients. Ces indications
offriraient ainsi de nouvelles pistes quant au développement de traitements
pharmacologiques. En effet le principal traitement utilisé dans le cadre général d’'une
hypocortisolémie est la corticothérapie, notamment a I’hydrocortisone comme dans le
cas par exemple de la maladie d’Addison (Lovas and Husebye, 2007, 2008). Or ces
corticothérapies sont contraignantes et entrainent dans le cas d’une corticothérapie
chronique I'apparition de nombreux effets secondaires comme une prise de poids
voire le développement d’une obésité, des troubles psychiques avec I'apparition
d’épisodes dépressifs, des fuites de mémoire, ou encore une plus grande fragilité

face aux infections.

Conclusion

Une tres grande diversité dans la réponse adaptative au stress est observée
entre les individus favorisant une sensibilité variable face aux stresseurs et pouvant
conduire a une vulnérabilité a développer divers troubles et pathologies. Cette
diversité est sous tendue par les caractéristiques propres de chaque individu,
déterminées par le patrimoine génétique en interaction avec I'histoire personnelle.
Dans lintroduction générale, nous présentions une courbe dose réponse des effets
du stress sur la réponse homéostatique (notamment corticotrope) conduisant a la
mise en place de la réponse adaptative (cf. Figure 4 extraite de la revue (Chrousos,
2009). Ces travaux de these ont permis de mettre en évidence que le géne de la Cbg
et la concentration en CBG dans le plasma, pouvant étre modulés par divers facteurs
(sexe, développement, stress, cestrogéne, hormones thyroidiennes, cytokines etc.,
cf. Introduction Ill. B) jouent un réle critique dans I'établissement de la réponse

adaptative au stress ou au contraire dans la vulnérabilité a développer des troubles
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associés a un déreglement de la réponse des systémes de stress et notamment
corticotrope. Nous avons ainsi précisé cette figure en ajoutant cet acteur biologique
important qu'est la CBG dans la réponse au stress, puisque ces variations
conditionnent les niveaux des glucocorticoides libres qui en conséquence permettent

la mise en place de la réponse adaptative (Figure 24).
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Figure 24 : La réponse adaptative au stress est dépendante de la réponse des glucocorticoides
libres dont les concentrations plasmatiques sont intimement liées a la concentration de CBG

ou a sa capaciteé de liaison.
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RESUME

Une grande diversité dans la réponse adaptative au stress est observée entre les
individus favorisant une sensibilité variable face aux stresseurs et pouvant conduire a
une vulnérabilité a développer divers troubles et pathologies. Cette diversité est sous
tendue par les caractéristiques propres de chaque individu, déterminées par le
patrimoine génétique en interaction avec les facteurs environnementaux. Des études
géenetiques menées au laboratoire ont permis de placer le géne de la Cbg comme un
candidat important influencant les réponses de stress. L'équipe a alors développé un
modéle de souris déficiente pour le géne Cbg (k.o. total). La CBG est une
glycoprotéine plasmatique responsable de la biodisponibilité et du transport jusqu’a
leur cible des glucocorticoides, produits finaux de I'axe corticotrope.

A l'aide de ce modeéle original, I'objectif de mon travail de thése a été d’étudier
les conséquences fonctionnelles de la déficience en CBG sur les réponses de stress.
Nous avons ainsi analysé I'activité et la réactivité de I'axe corticotrope ainsi que les
comportements émotionnels des males et des femelles k.o. Cbg dans des conditions
de repos, de stress aigu et dans un contexte mimant l'effet d’'un style de vie
occidentale (modélisé par une alimentation enrichie en gras, associée a un stress
chronique). Nous présentons ainsi un modéle murin unique d’hypo-réponse des
glucocorticoides au stress associé a une réponse comportementale adaptative
ralentie au niveau émotionnel et cognitif. L’ensemble de ces travaux contribue a
placer la CBG et son géne comme acteur majeur de la variabilité individuelle des
réponses de stress.

Mots clés : transcortine, CBG, axe corticotrope, glucocorticoides, stress,
comportement émotionnel

ABSTRACT

A great diversity in the adaptive response to stress is observed between
individuals favoring a variable sensitivity to face stressors and leading to a
vulnerability to develop various disorders and diseases. This diversity is due to the
characteristics of each individual, as determined by the genetic background in
interaction with environmental factors. Genetic studies conducted in the laboratory
demonstrated that the Cbg gene is an important candidate influencing stress
responses. The team then developed a mouse model deficient for the gene Cbg
(total k.0.). CBG is a plasma glycoprotein responsible for the bioavailability and the
transport of glucocorticoids, the final products of the HPA axis, to their target.

Using this original model, the objective of my thesis was to study the functional
consequences of CBG deficiency on responses to stress exposure. We have
analyzed the activity and reactivity of the HPA axis and the emotional behaviors of
males and females k.o. Cbg in resting conditions, acute stress and in a context that
mimics the effect of a Western life style (modeled by a high fat diet, associated with
chronic stress). We present an uniqgue mouse model of glucocorticoid hyposignaling
in response to stress associated with behavioral responses slowed down at the
emotional and cognitive levels. Overall, this work contributes to place CBG and its
gene as major actor of individual variability to stress.

Key words : transcortin, CBG, HPA axis, glucocorticoids, stress, emotional behavior



