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Résumé

Le glufosinate d’'ammonium (GLA) est un herbicide largement utilisé dans I'agriculture.
Comme cela est le cas pour la plupart des pesticides, ses effets neurotoxiques et
développementaux n'ont été que partiellement étudiés. L'exposition précoce des
pesticides peut affaiblir la structure de base du développement du cerveau et
provoquer des changements permanents conduisant un large éventail d'effets a long
terme sur la santé et/ou sur le comportement. Mes travaux de thése ont permis de
montrer que I'exposition périnatale a de faibles doses de GLA induisait des
perturbations de la neurogenése et de la migration des neuroblastes au niveau de la
zone sous ventriculaire vers les bulbes olfactifs. De plus I'analyse transcriptomique
cérébrale montre une modification significative de I'expression de nombreux génes
responsables de la dynamique du cytosquelette impliqués dans la régulation de la
migration des neuroblastes. Etant un analogue structural du glutamate, le GLA pourrait
agir sur le cytosquelette via la modification de la polyglutamylation de la tubuline. Cette
hypothése expliquerait les altérations cellulaires observées. Par ailleurs, nous avons
mis en évidence dans cette étude, des troubles du comportement des souris exposées
semblables a ceux observables chez les modéles murins des « troubles du spectre
autistique » (ASD-like).

Mots-clés : Glufosinate d’ammonium, Pesticide, Migration neuroblastique, SVZ,
Neuro-développement, Polyglutamylation, Neurotoxicologie, Trouble du spectre

autistique.






Abstract

Glufosinate ammonium (GLA) is one of the most widely used herbicide in agriculture.
As for almost all pesticides, potential adverse effects of GLA have not been
investigated in the brain developmental neurotoxicity perspective. Indeed, early
pesticides exposure may weaken the developing brain and cause permanent brain
alteration which could lead to a wide range of the lifelong effects on health and/or
behavior. As an illustration, we showed that perinatal exposure to low doses of GLA
induced behavioral defects in mice adulthood, characterized by many similarities with
Autism Spectrum Disorders phenotype. My thesis deals with the molecular aspect of
this perinatal GLA exposure. | demonstrated that GLA induced disturbances of
proliferation and neuroblast migration from the subventricular zone to the olfactory
bulbs. These defects were associated with significant change in the expression of
many genes involved in neuroblast migration and cytoskeleton regulation as observed
by brain transcriptome analysis. | showed that GLA act on the cytoskeleton through
modification of polyglutamylation of tubulin which lead to cell division/migration
disturbances and cell differentiation defect. My work thus provides a new molecular
link between pre- and post-natal exposure to the herbicide GLA and the onset of ASD
like phenotype later in life. It also raises the fundamental concerns about the ability of
current safety testing to assess risks of pesticide exposure during critical
developmental periods.

Keywords: Glufosinate ammonium, Pesticide, Neuroblasts migration, SVZ, Neuro-
development, Polyglutamylation, Neurotoxicology, Autism Spectrum Disorder
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Préambule



Préambule

Les pesticides sont utilisés en quantité considérable depuis plus d’'un demi-
siécle par I'agriculture intensive. Les conséquences de cette utilisation excessive sont
notamment des contaminations importantes de I'eau et des aliments. Selon le
ministere francais de I'écologie, du développement durable et de I'énergie, en 2012,
602 pesticides différents, dont 594 en métropole et 231 dans les départements d’outre-
mer, ont été retrouvés sur les 2 706 points de mesure utilisés pour la surveillance de
la qualité des cours d’eau. Ces pesticides posent un véritable probleme de santé
publique, non seulement pour les utilisateurs qui sont les plus exposés, mais aussi
pour la population générale du fait des effets possibles de faibles quantités de
pesticides pendant de longues périodes. Les conséquences de ces pollutions
semblent déja se faire sentir.

Les personnes les plus fréquemment victimes d’intoxications par ces molécules
sont bien-sar les agriculteurs, qui manipulent et appliquent ces pesticides sur leurs
cultures. L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a estimé depuis longtemps qu'il
y a chaque année dans le monde 1 million de graves empoisonnements par les
pesticides, avec quelques 220 000 décés (WHO.UNEP, 1989).

Des études épidémiologiques menées sur des populations exposées a ces
toxiques semblent montrer un risque accru de cancers, de malformations congénitales
dans la descendance directe, d’infertilité, de pathologies neurodégénératives, de
déficiences mentales et de déficits immunitaires (Corsini et al., 2008; Lewis-Mikhael et
al., 2015; Mamane et al., 2015; Wong et al., 2015). Les intoxications par les pesticides
peuvent affecter le systéme nerveux central (SNC) et le systéme nerveux périphérique
des animaux et de I'espece humaine. Il est maintenant établi que les populations
fortement exposées ont un risque plus important de développer des pathologies
neurodégénératives comme la maladie de Parkinson (Chin-Chan et al., 2015).
L’exposition au plomb, au mercure, aux polychlorobiphényles (PCB), a certains
pesticides et autres neurotoxines environnementales contribue trés probablement au
probleme, d'autant que l'intoxication a long terme est favorisée par le passage de ces
composeés dans le lait maternel (Anderson and Wolff, 2000). Par ailleurs, des études
établissent le lien entre I'exposition aux pesticides et des cas d’infertilité-infécondité
masculine ainsi qu'une augmentation du risque d’anomalies du développement de

I'enfant, anomalies neuro-développementales et reproductives (Jegou et al., 1995;
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Jeong et al., 2006). De méme, les chiffres sont toujours en augmentation pour
certaines génopathies neurodéveloppementales doit nous mener a nous interroger sur
la possible existence de cas d’autisme/déficiences mentales liés a cette exposition. En
effet, la fondation américaine « Autism Speaks » a fait état que I'augmentation de la
prévalence d'autisme aux USA (1/88 enfants en 2012 et 1/50 en 2013) pouvait étre
considérée comme une augmentation de type épidémique, suggérant ainsi que, en

plus des causes génétiques, des causes extrinséques étaient impliquées.

Bien que les pesticides soient considéré comme essentiels pour l'industrie
agricole moderne, I'utilisation de certains pesticides couramment utilisés a été remise
en cause car directement associée a des développements neurologiques anormaux et
altérés chez les enfants (Bouchard et al., 2010; Bouchard et al., 2011; Engel et al.,
2007; Eskenazi et al., 2006; Grandjean et al., 2006; Guillette et al., 1998; Rauh et al.,
2006; Ribas-Fito et al., 2006; Torres-Sanchez et al., 2007; Young et al., 2005). En
outre, plusieurs liens ont été décrits entre les pesticides et les troubles du spectre
autistique (TSA) (Roberts et al., 2007) et un diagnostic plus large de l'autisme et les
troubles envahissant du développement (TED) (Eskenazi et al., 2007).

Il doit étre noté également que bien qu’'un comité d'experts de la "National
Academy of Sciences" aux USA, ait conclu en I'an 2000 que 3 % de tous les troubles
du développement présentés par les enfants américains sont la conséquence directe
d’exposition aux toxines environnementales, aucune preuve expérimentale tangible ne

démontrait clairement I'implication de pesticides dans ces troubles neuronaux.

Dans ce contexte extrémement sensible, nous nous sommes interrogés sur les
effets neurotoxiques d’'un pesticide, composé actif d’'un herbicide, le glufosinate
d’ammonium (GLA). Cet herbicide est utilisé pour le controle des mauvaises herbes
au niveau de certaines plantations (lentilles, fraises ...), des vergers et des vignes. ||
est également utilisé pour le défanage de certaines cultures telles que les pommes de
terre afin de faciliter leur récolte. Le GLA est également utilisé dans I'agriculture de
plusieurs plantes OGM résistantes a ce pesticide comme le mais (lignées T14 et T25),
le riz (lignées LLRICEG2), le soja (lignées A2704-12 et AS547-127), |la betterave a
sucre (lignées T120-7) (gouv.canada, 2015).

La cible du GLA chez la plante est la glutamine synthétase (GS). Son inhibition

conduit @ une accumulation d’ammoniac létale pour le végétal. Cette enzyme est
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extrémement conservée dans le monde vivant puisqu’on la retrouve chez les vertébrés
ou elle intervient, entre autre, au niveau du systéme nerveux central (SNC), dans
’lhoméostasie du glutamate, neurotransmetteur excitateur le plus répandu dans le
cerveau.

L’ingestion de GLA, sous forme herbicide, involontaire ou lors de tentatives de
suicides, peut provoquer des convulsions ainsi qu’'une amnésie sévére (Watanabe and
Sano, 1998). Chez la souris, une injection intra-péritonéale de GLA a forte dose
(75 mg/kg) induit des crises d’épilepsie 4-5 heures apres l'injection (Lapouble et al.,
2002). Ces crises induisent une astrogliose généralisée qui pourrait traduire une
réponse inflammatoire du SNC (Calas et al., 2016; Calas et al., 2008). Cependant, in
vivo, la GS ne semble pas inhibée dans le cerveau chez I'adulte (Lapouble et al., 2002).
La cible est donc probablement autre que cette enzyme, et peut étre liée a I'analogie
structurale du GLA avec le glutamate, il pourrait affecter différents systémes impliquant
le glutamate.

Cette perturbation probable, que ce soit au niveau d’'une cible en particulier ou
bien de toute la synapse glutamatergique, induit des troubles au niveau du cerveau
ayant des conséquences comportementales et moléculaires. C’est dans ce contexte
qu'il est apparu important d’étudier les effets de I'exposition chronique et périnatale a
faibles doses au glufosinate d’ammonium sur le neurodéveloppement. C’est au cours
de la période périnatale que les risques liés aux expositions aux xénobiotiques sont
les plus élevés. En effet, pendant cette période, tous les organes se mettent en place
et tout agent perturbant le bon déroulement de cette étape est potentiellement
tératogene. De plus, les barrieres, comme la barriere hémato-encéphalique (BHE),
sont plus facilement perméables a tout composé susceptible d’étre présent dans la
circulation sanguine. Par ailleurs, lors d’une exposition aux pesticides au cours de la
gestation, certains xénobiotiques ont la capacité de passer facilement la barriére
placentaire. De méme, ils peuvent se retrouver dans le lait maternel apres la naissance
et ainsi se retrouver dans la circulation sanguine des nouveaux nés et atteindre le SNC
via I'allaitement (Anderson and Wolff, 2000). Il est donc nécessaire de connaitre
implication de ces toxiques dans la mise en place des maladies neuro-
développementales afin de mieux les comprendre, de mieux sensibiliser les
populations et plus largement de limiter I'impact des pesticides sur la santé publique.

Dans ce contexte extrémement sensible, nous nous sommes intéressés aux

effets neurotoxiques pendant cette période trés critique du développement notamment
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sur un phénomeéne clé du développement qui est la neurogenése et la migration
neuronale, du composé actif d'un pesticide a large spectre: le glufosinate

d’ammonium.
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Contexte et bibliographie du sujet

LES PESTICIDES

1) Généralités sur les pesticides

Les pesticides sont des agents utilisés pour tuer ou contrbler les nuisibles
indésirables, tels que les insectes, les mauvaises herbes, les rongeurs, les
champignons, les bactéries ou d'autres organismes. Le terme "pesticide" comprend
des insecticides, des herbicides, des rodenticides, ainsi que des désinfectants et des
fumigénes. Ces composeés ont un rdle vital dans le contrdle des ravageurs agricoles,
industriels, dans les maisons et jardins. Parce qu'ils ont la capacité de réduire le niveau
des maladies végétales a moindre codt, I'opinion publique a toléré leur utilisation
(Aspelin, 1998). Toutefois, les avantages économiques et « sanitaires » ne sont pas
sans risque potentiel avec de possibles effets néfastes sur la santé des humains, des
animaux et de I'environnement. |l a été estimé que 85-90 % des pesticides appliqués
en l'agriculture ne parviennent jamais a leur organisme cible, mais sont plutot
dispersés dans l'air, I'eau et le sol (Repetto and Baliga, 1996). Sur la base de ces
estimations, I'exposition aux pesticides est hautement probable pour les organismes

non-cibles.
2) Historique

Au cours des derniéres décennies - essentiellement aprés la Seconde Guerre
mondiale -, les pesticides sont devenus la forme la plus importante appliquée pour la
gestion et le contréle des ravageurs. Les pesticides de "premiere génération" étaient
en grande partie des composés hautement toxiques, comme l'arsenic et le cyanure
d'hydrogéne. Leur utilisation a été largement abandonnée parce qu'ils étaient soit
inefficaces, soit trop toxiques. Les pesticides de "deuxiéme génération" sont des
composés organiques synthétiques qui ont vite remplacé ceux de la premiere
génération.

La chimie de synthése a progressé rapidement dans les années 1930 et au
début des années 1940, une gamme de nouveaux pesticides a été élaborée, y compris

les insecticides organochlorés comme le DDT. En 1937, les premiers composés
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organophosphorés ont été synthétisés par un groupe de chimistes allemands. Ces
composes trés puissants ont été gardés secrets pendant la seconde guerre mondiale
et ont été initialement développés comme agents potentiels de guerre chimique. Le
pesticide qui a marqué I’'histoire et qui a été utilisé par les forces armées américaines
pendant la guerre du Vietnam pour défolier les jungles est bien sir I'agent orange. Cet
herbicide puissant (mélange de plusieurs composés) est suspecté de causer de
graves problémes de santé, dont le cancer. En outre, des dommages génétiques chez
certaines personnes qui y ont été exposées ont conduit a des malformations
congénitales chez leurs enfants. Aprés la guerre, ces composés organophosphorés
ont été recongus comme pesticides, et nombre d’entre eux continues a étre utilisés

aujourd'hui en plus des nouveaux pesticides plus efficaces.

3) Classification des pesticides

Un pesticide est une substance ou un mélange de substances utilisées pour
prévenir, détruire, repousser ou atténuer toute espece considérée comme nuisible. Un
pesticide peut aussi étre utilisé comme un défoliant ou un désinfectant. Plusieurs
substances peuvent étre utilisées comme pesticides: des agents chimiques,
biologiques, antimicrobiens ou désinfectants. Un nuisible est un organisme vivant
causant des dommages aux cultures, aux animaux d’élevage ou aux humains. Parmi
les organismes dit nuisibles, on trouve des insectes, les pathogenes des plantes, les
adventices, des mollusques, des oiseaux, des mammiferes (rongeurs), des poissons,
des nématodes et des microbes. Les pesticides sont classés en fonction de leur mode
d’action, en fonction de leur structure chimique, ou encore en fonction de leurs

organismes cibles.

a) Classification des pesticides selon leur mode d’action

Dans ce type de classement, les pesticides sont classés en fonction de la fagon
dont ils agissent pour obtenir I'effet désiré. De cette fagon, les pesticides sont divisés
en deux classes : les pesticides de contact (non systémiques) et les pesticides
systémiques. Les pesticides non systémiques agissent juste au contact avec
I'organisme cible et ne pénétrent que superficiellement les tissus d'ou le nom de

pesticide de contact. Des exemples de pesticides de contact sont le paraquat et diquat-
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dibromide. Les pesticides systémiques quant a eux pénétrent efficacement les tissus
de l'organisme cible et se déplacent a travers le systéme vasculaire pour provoquer
I'effet désiré. Des exemples de pesticides systémiques comprennent le 2,4-D (un
composé de l'agent orange), le glyphosate qui rentre dans la composition du
Roundup® (Buchel, 1983) et le glufosinate d’'ammonium (Basta®, liberty®) . Selon cette
classification, les rodenticides, les fumigenes sont aussi des pesticides systémiques.

b) Classification des pesticides selon la structure chimique du

principe actif

Selon leur structure chimique, les pesticides sont répertoriés en différentes
classes. Les plus répandus sont les organophosphorés, les organochlorés, les
carbamates et les pyréthroides (Figure 1).

R1 32 23 © H ‘/,-.\" o
| | AN O
X—~>R Oous hi (Chn RO——C——N o v}’:‘i‘
| 5 6 6 5' \ ~7,\'
CH3 %
R2 \
Les organophosphorés : Les organochlorés : Les carbamates : Les pyréthroides :
- R1 et R2 sont des chaines composeés de synthése, meéthylcarbamates dérivés Dérivés de la
alkoxy ou aryloxy et X estun | comportant au moins un de l'acide pyréthrine, un pesticide
groupe aliphatique ou atome de chlore. méthylcarbamique. R est d'origine naturelle.
aromatique. Structure du PCB une chaine alkyl ou aryl.

Figure 1 : Différentes Classifications des pesticides selon leur structure chimique.

Les organophosphorés : Ce sont des composés organiques comportant au moins
un atome de phosphore lié directement a un carbone. Dans cette famille de pesticides,

on retrouve le glufosinate d’'ammonium et le Chlorpyrifos.

Les carbamates : lIs affectent le systéme nerveux via une enzyme responsable de la
régulation de l'acétylcholine (I'acétylcholinestérase). Le carbaryl et le carbofuran font
partie des carbamates.
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Les organochlorés : lls ont été couramment utilisés dans le passé, mais beaucoup
ont été retirés du marché en raison de leurs effets sur la santé et sur I'environnement
ainsi que de leur persistance (par exemple le PCB, le DDT et le chlordane).
Les pyréthrinoides : lls ont été développés comme une version synthétique de la
pyréthrine, un pesticide d'origine naturelle, qui se trouve dans les chrysanthémes. lls
ont été modifiés pour augmenter leur stabilité dans l'environnement comme la
cyperméthrine ou la deltamethrine. Ces pyréthroides synthétiques seraient toxiques
pour le systéeme nerveux en raison de leur cibles moléculaires (canaux ioniques)
(Costa, 2015).

c) Classification des pesticides selon les espéces de ravageurs
ciblés
Dans ce type de classement, les pesticides sont classés d'aprés le nom de la
cible correspondante, comme indiqué dans le tableau 1 ci-dessous.

Tableau 1 : Classement des pesticides selon 'organisme cible.

Pesticides Organismes cibles
Herbicides Les végétaux
Insecticides Les insectes
Rodenticides Les rongeurs
Fongicides Les champignons
Acaricides Les arachnides
Bactéricides Les bactéries
Virucides Les virus
Algicides Les algues

4) Les herbicides

Un herbicide est un pesticide utilisé pour tuer les plantes indésirables ou réduire
la croissance des adventices. Ces pesticides sont utilisés dans différentes utilisations
comme I'entretien des paturages et le nettoyage des terrains vagues, les sites
industriels, les chemins de fer et les voiries. Beaucoup d'entre eux se retrouvent dans

la chaine alimentaire.
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Parmi les herbicides les plus utilisés dans le monde, on retrouve le glyphosate
(Roundup®) (8000 tonnes / an en France). Mais, du fait de 'augmentation du nombre
de plantes résistantes a ce dernier, un autre composeé a été synthétisé en vue de son

remplacement pour certaines cultures : le glufosinate d’ammonium.

5) Santé et pesticides
a) Généralités

Les effets des pesticides sur la santé dépendent du type du pesticide lui-méme.
Il peut étre absorbé par différentes voies, telles que linhalation, l'ingestion et
I'absorption cutanée. Des problemes de santé peuvent survenir chez les travailleurs
qui manipulent des pesticides, principalement les agriculteurs, tels que des douleurs
abdominales, des vertiges, des maux de téte, des nausées, des vomissements, ainsi
que des problemes de peau et des yeux (Ecobichon, 1996). Certains pesticides
peuvent affecter le systeme nerveux ou le systéme endocrinien. lls peuvent étre
également cancérigénes. L'évaluation des risques pour la santé humaine est donc
nécessaire pour de nombreux pesticides voire pour tous les pesticides méme s’ils ont
eu une autorisation de mise sur le marché (AMM). La difficulté de I'’évaluation est en
partie liée au fait que les effets des pesticides sur la santé peuvent étre immédiats ou
retardés suite a I'exposition (EPA, 2007).

Des études montrent d'autres conséquences néfastes de I'exposition aux
pesticides, et notamment des problemes neurologiques, des malformations
congénitales, la mort foetale (Sanborn et al., 2007), et des troubles neuro-
développementaux (Jurewicz and Hanke, 2008).

b) Les cancers

De nombreuses études ont examiné les effets de I'exposition aux pesticides sur
le risque de cancer. Des liens ont été trouvés entre exposition aux pesticides et des
pathologies telles que les leucémies, lymphomes, tumeurs de cerveau, de rein, du
sein, de la prostate, du pancréas, du foie, du poumon et les cancers de la peau (Gilden
et al., 2010).

L'augmentation des taux de cancers a été trouvée parmi les ouvriers agricoles

utilisant frequemment ces produits chimiques (McCauley et al., 2006). L'exposition
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d'une meére aux pesticides pendant la grossesse est également associée a une
augmentation des risques d’apparition de leucémie, de tumeur de Wilms, et de cancer
du cerveau de son enfant (Gilden et al., 2010; Van Maele-Fabry et al., 2010).

c) Les troubles de la reproduction

Les pesticides sont aussi responsables de nombreux effets sur la reproduction
et la plupart d’entre eux sont des perturbateurs endocriniens. Des liens ont été établis
entre exposition aux pesticides et des malformations congénitales et mort foetale
(Sanborn et al., 2007). Aux Etats-Unis, l'augmentation de ces anomalies est associée
a la méme période de I'année ou les produits agrochimiques sont en concentrations
les plus élevées dans les eaux de surface (Winchester et al., 2009). Il a également été
constaté que les nouveau-nés exposés aux pesticides pendant le stade embryonnaire
avaient un faible poids de naissance et des défauts de développement (Bretveld et al.,
2006).

Un certain nombre de pesticides a été associé a des problemes de la fertilité
chez les hommes (Sheiner et al., 2003) : baisse de fertilité, altérations génétiques des
spermatozoides et diminution de leur nombre (Figa-Talamanca et al., 2001; Recio-
Vega et al., 2008).

d) Les maladies neurologiques

L'exposition aux pesticides peut causer une gamme d'effets sur la santé et
notamment des effets neurologiques qui conduisent a des pertes de mémoire, de
coordination, de vitesse de réponse a des stimuli réduite, de capacité visuelle réduite
et de réduction de la motricité (Guillette et al., 1998; Quignot et al., 2011; Venerosi et
al., 2009). Ces symptomes sont souvent trés subtils et ne peuvent pas étre reconnus
par la communauté médicale comme un effet clinique.

Plusieurs études montrent des preuves liant I'exposition aux pesticides a des
troubles neurologiques (Sanborn et al., 2007). Le risque de développer la maladie de
Parkinson, reconnue comme maladie professionnelle chez les agriculteurs, est 70 %
plus grand chez les personnes exposées méme a des niveaux de pesticides trés
faibles (Ascherio et al., 2006). L'exposition chronique a long terme aux pesticides peut
augmenter aussi les risques de démences (Baldi et al., 2011).
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Les herbicides sont généralement considérés comme moins toxiques car la
plupart interferent avec des hormones ou des enzymes végétales. Certaines de ces
enzymes sont bien conservées et se retrouvent chez les mammiféres. Le premier
herbicide reconnu comme portant atteinte a la santé humaine est I'agent orange.
Certains herbicides comme le paraquat ou le 2.4.D peuvent provoquer des troubles du
systéme nerveux, tels qu'une neuropathie périphérique. Les premiers symptémes de
cette maladie comprennent un engourdissement et des picotements dans les orteils et
les doigts, se répandant progressivement pour inclure les mains et les pieds.

Récemment, Cattani et ses collaborateurs (2014) ont mené une étude qui
consiste a exposer des rats, de fagon aigué ou bien en périnatal, au Roundup® (un
herbicide a base de glyphosate). Cette exposition conduit a des niveaux de glutamate
extracellulaire excessifs et, par conséquent, a une excitotoxicité du glutamate et a un
stress oxydatif au niveau de I'hippocampe de ces rats. Par ailleurs, des déficits de la
mémoire a court terme et des problemes mentaux et émotionnels ont été associés a
I'exposition a cet herbicide a base de glyphosate chez les enfants et les nouveau-nés
(Cattani et al., 2014).

6) Le glufosinate d’ammonium (GLA)
a) Utilisation

Le glufosinate d’ammonium (GLA) ou également appelé phosphinothricine
(PPT) est un composé actif de plusieurs herbicides commerciaux non sélectifs produit
par Bayer CropScience™ comme le « Basta®, Finale®, Rely®, et Liberty® ».

Le glufosinate d’'ammonium est trés efficace et est utilisé pour contréler les
adventices dans plus de cent types de cultures dans 82 pays a travers le monde. Les
agriculteurs comptent sur le glufosinate d’'ammonium, car il est efficace contre un large
éventail de mauvaises herbes.

Le GLA a été mis sur le marché en 1984. Aujourd'hui, il est homologué pour
contrdler les mauvaises herbes dans plusieurs variétés de cultures dans le monde
entier, y compris le soja, le mais, la vigne, le colza et le coton, et bien d’autres qui ont
été géenétiquement modifiées permettant ainsi leur résistance a ce composé. Le GLA
est utilisé aussi pour le défanage des cultures de pomme de terre pour faciliter leur
récolte. Il est également utilisé pour le contréle des mauvaises herbes au niveau des

vergers et aussi le long des voiries. Etant un herbicide a large spectre, le glufosinate
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d’ammonium agit contre un large éventail de mauvaises herbes. Cela inclut également
en partie des mauvaises herbes devenues résistantes au glyphosate (Roundup®).

Le GLA a été dérivé a partir de la phosphinothricine, une toxine microbienne
naturelle isolée dans de deux especes de champignons Streptomyces.

b) GLA et OGMs

Il existe plusieurs plantes génétiquement modifiées (OGM) par introduction de
génes qui leur permet de résister a ce pesticide. Le géne code une enzyme, la
phosphinothricin acétyle-transférase, (Hérouet et al., 2005) qui transforme le GLA ou
PPT en NA-PPT. Cette réaction est décrite en figure 2. Actuellement, il existe plusieurs
espeéces et variétés de plantes de diverses cultures tolérantes au GLA comme le mais,
le coton, le riz, et le soja (gouv.canada, 2015).Ces plantes ont été largement cultivées
aux Etats-Unis et au Canada pendant plusieurs décennies, sans aucune trace de I'effet
négatif sur l'alimentation humaine ou animale selon Hérouet C. et ses collaborateurs
(Herouet et al., 2005). Si cette étude ne démontre aucun effet de la plante transgénique
sur la santé, qu’en est-il de cette plante une fois traitée au pesticide ou bien du

pesticide lui-méme ?

c) Structure et chimie du GLA

Le GLA est un analogue structural du glutamate. La structure du glutamate et
du glufosinate d’ammonium et ses caractéristiques chimiques sont présentées dans le

tableau 2.

d) GLA & Métabolites
Dans le sol, le glufosinate d’ammonium est dégradé par I'activité microbienne
en 3-methylphosphinico-acide propénoique (MPP) et en acide 2-methylphosphinico-
acétique (MPA), et finalement en dioxyde de carbone dans des conditions aérobies
sombres (EFSA, 2005; HSD, 2003) (figure 2).
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Tableau 2 : Caractéristiques physico-chimiques du GLA

0 O
H H |
Structure du glutamate Ho—lol—clz—cz—g—!)—OH
2
NH,
O @]
Structure du GLA I I s
ucture du HO—C—?H—CHZ‘GH{T_O NH,4
NH, CH,
Formule chimique du GLA CsH12NO4P ; NHa4.
Masse moléculaire 198,16 g/mole.
Densité 1.4 g/ml (a 20°C). (Ahrens, 1994)
Stabilité Hautement stable.
o Eau: 1370000 mg/l (Hautement | (Tomlin, 1997)
Solubilité
soluble dans I'eau)
HyC-P-"CH-" CH,-CH-COOH
| | Plantes transgéniques
Plantes transgéniques / OH NH, et non transgéniaues
/ PPT
H_‘C.T-*CH:-‘CH,.C'HCOOH H,C-P-"CH,-"CH,-C-COOH
NAPPT e
OH NHCOCH, OH PPTO
.—//’/
i « 3 |
H,c-T-*CH:.“CHrCH,coouq— u,c-f-‘Cllz-‘cuchHcmH HyC-P-‘CH,-"CH,COOH —p»  H,C-P-"CH,-"COOH —p*cO,
I
OH OH OH OH OH
MPB PPT-OH MPP MPA

Figure 2 : Schéma du métabolisme du glufosinate d’ammonium ou phosphinothricine (GLA ou PPT) chez les
plantes sensibles et résistantes a ce pesticide.
D’aprés (Ruhland et al., 2004).

e) Action du GLA sur les plantes : inhibition de la glutamine

synthétase

Le glufosinate d'ammonium est un herbicide non sélectif. La phosphinothricine
(PPT), l'ingrédient actif de I'herbicide, est une phytotoxine naturelle et agit comme un
puissant inhibiteur de la glutamine synthétase, responsable de l'assimilation de

I'ammoniac dans les plantes via la synthése de la glutamine a partir du glutamate
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(figure 3) (Miflin et al., 1981). L’inhibition de cette enzyme entraine une accumulation
d'ammoniac et une carence de plusieurs acides aminés, aboutissant finalement a la

mort de la plante entiére.

e
e 0 NH;
o=(|3 O:(|3 Q=1
ATP ADP NH; P; |
CHa ¢ M o
CHy 4 CH, N
glutamine synthetase glutamine synthetase ‘
HC-NH, HC-NH, H(|3—NH2
O:cl: O:(T-: O:C
|
OH OH OH
glutamate +-glutamyl phosphate glutamine
(intermediate)
Figure 3 : Réaction catalysée par la glutamine synthétase :
La synthese de la glutamine se fait en deux étapes. Dans la premiéere, le glutamate est "activé" en une y-
glutamylphosphate intermédiaire via 'ATP, suivie d'une réaction faisant rentrer le NH3 qui déplace le groupe
phosphate (Meister et al., 1962).

f) Toxicité du glufosinate d’ammonium

Le glufosinate d’'ammonium est un analogue structural du glutamate. Le GLA
agit comme un inhibiteur compétitif et irréversible de la glutamine synthétase, une
enzyme essentielle chez les plantes. Cependant, la glutamine synthétase est
également présente chez les mammiferes dans de nombreux organes et notamment
dans le systéme nerveux central (SNC).

Le tableau suivant montre les différentes concentrations toxiques sur quelques

especes animales (tableau 3).

g) NOAEL et DJA

La dose sans effet toxique observable ou NOAEL (No Observed Adverse Effect
Level) est le niveau d'exposition d'un organisme, constaté par l'expérience ou
I'observation, pour lequel il n'y a pas d’effet indésirable statistiquement significatif dans
la population exposée par rapport a son contrdle approprié (IUPAC, 2007). Elle

correspond a la dose maximale de substance active qui, ingérée quotidiennement
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durant toute la vie d'un animal sensible, n'entraine pas l'apparition de symptdomes
délétéres.

D’apres les précédentes études menées sur le GLA, les NOAEL ont été
calculées pour différentes espéces et sont présentées dans le tableau 4.

Tableau 3 : Différentes concentrations toxiques du GLA sur quelques especes animales

Toxicité

LD50 Rat méle par voie orale 2000 mg/kg .
(Meister, 2002)

LD50 Rat (femelle) par voie orale | 1620 mg/kg

LD50 Souris male par voie orale | 431 mg/kg

LD50 Souris (femelle) par voie | 416 mg/kg .
(Tomlin, 1994)

orale

LD50 Chien par voie orale 200-400 mg/kg

LD50 Rat par voie dermale >4000 mg/kg (Meister, 2002)
>0.62 mg/l air

LC50 Rat par inhalation (Tomlin, 1994)

(aerosol)/4 h

Tableau 4 : Les différentes NOAEL du GLA sur quelques especes animales

Espéce NOAEL
Souris 11 mg / kg / jour
Rat 2.1 mg/kg / jour
: . (Meyer, 1991)
Lapin 6.3 mg/kg / jour
Chien 1.5 mg/kg / jour

La dose journaliére admissible ou DJA est une mesure de la quantité d'un
pesticide qui peut étre ingérée (par voie orale) sur une base quotidienne sur une toute
une vie entiére sans risque pour la santé. Elle est généralement présentée en
mg/kg/jour (WHO, 1987).

Le glufosinate d'ammonium a été précédemment évalué par la FAO et 'TOMS
sur les résidus de pesticides (JMPR) en 1991 et 1999. En 1999, Ces deux
organisations ont décrété que la dose journaliére admissible (DJA) est de 0,02 mg/kg
de poids corporel. Cette dose est calculée sur la base de la NOAEL la plus faible, celle

du rat a 2.1 mg/kg/jour, divisée par un facteur de sécurité de 100 (WHO, 2012).
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7) Conséquences physiologiques d’une exposition au GLA
a) Données cliniques

Dans des conditions aigués, le GLA a des effets neurotoxiques, comme en
témoigne les symptdmes neurologiques que présentent certains patients aprés une
tentative de suicide par ingestion de grandes quantités d'herbicide contenant du GLA.
L’empoisonnement par ingestion accidentelle ou suicidaire induit des complications
neurologiques caractérisées par une perte de conscience, des convulsions, ou des
troubles de la mémoire (Park et al., 2006). Watanabe & Sano ont décrit un cas d’un
patient aprés une tentative de suicide par un herbicide a base de glufosinate
d’ammonium. Le patient souffrait de troubles mentaux et de changements
hématologiques ainsi que des problémes gastro-intestinaux peu de temps apres
I'ingestion du poison. Plus tard, il a développé des convulsions généralisées, des
troubles de la respiration et une insuffisance circulatoire. Lors de la récupération, le
patient est exposé a des pertes de mémoire a court terme (Watanabe and Sano, 1998).
D’autres patients ont présenté ces mémes symptémes suite a une ingestion de GLA
(Jeong et al., 2015; Moon and Chun, 2015).

b) Données expérimentales

Dans le modéle murin, le GLA peut causer des convulsions chez la souris aprés
une injection aigué de 75 mg/kg (Lapouble et al., 2002). Cette étude menée par
Lapouble et ses collaborateurs, a montré une induction par le GLA de crises tonico-
cloniques et des convulsions généralisées chez les souris. Les auteurs suggérent que
ces crises sont médiées par une activation des récepteurs glutamatergiques NMDA et
la production de monoxyde d’azote (NO), sans inhibition de la glutamine synthétase
cérébrale (Lapouble et al., 2002).

L'exposition directe du cerveau de rats a des doses aigués de GLA provoque
des altérations de la neurotransmission glutamatergique (Nakaki et al., 2000).
L'administration chronique d'une dose modérée de GLA induit des déficits de la
mémoire, des modifications structurales du cerveau, une activité astrogliale, et des
perturbations de I'homéostasie du glutamate chez la souris adulte (Calas et al., 2008;
Meme et al., 2009). Le GLA est toxique a I'’dge adulte mais il pourrait I'étre encore plus
pendant le jeune age et les premiéres phases du développement. En effet, il pourrait
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passer les difféerentes barriéres placentaires et hémato-encéphalique et causer ainsi
des dommages au niveau cérébral.

Il a été montré aussi que le GLA est trés toxique et létal pour les embryons et
induit des défauts morphologiques (Watanabe and Iwase, 1996). L’exposition au GLA
induit aussi une apoptose au niveau du neuro-épithélium dans des embryons de souris
en culture (Watanabe, 1997).

Etant donné que le GLA perturbe probablement 'homéostasie du glutamate,
tous les systemes utilisant le glutamate sont susceptibles d’étre vulnérables a une
exposition a ce pesticide.

8) Cibles Potentielles du GLA

En raison de 'analogie structurale du GLA avec le glutamate, tout systéme et
voie de signalisation impliquant le glutamate sont des cibles potentielles par une action
directe ou indirecte du GLA. En effet, le glutamate est une molécule trés abondante
dans 'organisme. Elle est impliquée dans de nombreux processus cellulaires et dans
de nombreux organes, notamment bien sir au niveau du systéme nerveux central
(SNC) ou le glutamate est un neurotransmetteur majeur. On le retrouve a plusieurs
niveaux, notamment au niveau de la synapse tripartite, des vésicules présynaptiques
contenant le glutamate, des différents récepteurs et des différentes enzymes recyclant
le glutamate. Le glutamate intervient aussi au niveau cellulaire et moléculaire ou il joue
un role important dans la stabilisation du cytosquelette via le mécanisme de
polyglutamylation, essentiel pour la régulation de la prolifération, la migration et la
différenciation cellulaire. Le glutamate intervient aussi dans différentes voies
métaboliques notamment au sein de la mitochondrie. Cette derniére est capable, a
partir de la glutamine, de produire du glutamate ensuite transformé par la suite en a-

céto-glutarate pris en charge dans le cycle de Krebs pour la production d’énergie.

Afin de mieux comprendre l'impact possible du GLA sur les différents aspects
pouvant étre affectés, il convient tout d’abord de les présenter plus en détail. Dans le
deuxieéme chapitre, je détaillerai donc les mécanismes de la neurogenése et de la
migration neuronale afin de mieux appréhender les nombreux impacts possibles d’une
exposition périnatale au GLA. Dans le troisiéme chapitre, j'y expliquerai les différentes

implications moléculaires du glutamate.
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Neurogenese et cellules souches

neurales
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Glufosinate d’ammonium & glutamate

En raison de l'analogie structurelle du GLA au glutamate, il est nécessaire
d’étudier ses effets sur les différents systemes utilisant le glutamate chez les
mammiféres (Hack et al., 1994).

1) Le glutamate et ses récepteurs dans le systéme nerveux central

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur dans le cerveau. Les
connaissances sur la synapse glutamatergique ont énormément progressé au cours
des 10 derniéres années, principalement grace a l'application de techniques de
biologie cellulaire et moléculaire, d’électrophysiologie et a I'étude des récepteurs du
glutamate et de ses transporteurs.

Il existe deux grandes familles de récepteurs au glutamate. Les récepteurs
ionotropiques ou récepteurs-canaux et les récepteurs métabotropiques couplés a des
protéines G. Plusieurs types de récepteurs ionotropiques au glutamate ont été
identifiés : les récepteurs NMDA, les récepteurs AMPA (canaux ioniques perméables
aux ions sodium et, dans une moindre mesure, aux ions potassium) et les récepteurs
kainate (leur activation entraine une entrée massive des ions Na*). Ces canaux sont
nommes d'apres les agonistes qui les activent : NMDA (N-méthyl-D-aspartate), AMPA
(a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole-propionate), et I'acide kainique. L'activation
de ces récepteurs produit toujours des réponses post-synaptiques excitatrices
(Purves, 2001).

Les mGIuRs constituent une famille de huit récepteurs couplés aux protéines
G, divisés en trois groupes (Groupes |, Il et Ill) selon une homologie de séquence et
un profil de liaison de ligand (Amalric, 2015). lls sont largement exprimés au niveau
pré- et post-synaptique ou ils régulent la transmission et la plasticité synaptique dans
des conditions physiologiques par libération de Ca?*.

Il existe également des transporteurs du glutamate sur les cellules gliales et
neuronales. Cinq différents transporteurs du glutamate ont été identifiés chez les
mammiféres (Attwell, 2000; Masson et al., 1999; Meldrum, 2000). Les plus
couramment exprimés dans le cerveau sont des GLT-1 / EAAT2 dans les cellules
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gliales et EAAC1 / EAATS3 dans les neurones (Attwell, 2000; Masson et al., 1999;
Smith, 2000).

Une fois dans les cellules gliales, le glutamate est métabolisé par la glutamine
synthétase en glutamine ou en a-cétoglutarate par le glutamate déshydrogénase
(Anderson and Swanson, 2000; Meldrum et al., 1999). La concentration extracellulaire
de glutamate est normalement tres faible (=1 uM) (Anderson and Swanson, 2000;
Attwell, 2000). Un excés de glutamate endogéne peut contribuer a des Iésions
cérébrales aigués et conduire a des conditions épileptiques.

2) La synapse tripartite glutamatergique

Le terme « synapse tripartite » est proposé pour décrire la communication entre
les neurones et les astrocytes (Parpura et al., 1994). Cette synapse englobe un
complexe présynaptique et post-synaptique, et un processus astrocytaire. Dans la
synapse tripartite glutamatergique, on retrouve plusieurs sites régulateurs des taux de
glutamate extracellulaire. Les processus physiologiques régissant le glutamate
extracellulaire sont décrits dans la figure 4.

La GLA - s'il passe la BHE- pourrait donc perturber le bon fonctionnement de la
synapse tripartite en agissant sur plusieurs niveaux, que ce soit au niveau de la
glutamine synthétase qui convertit le glutamate en glutamine, ou bien au niveau de la
glutaminase qui fait la réaction inverse. Le GLA pourrait ainsi bloquer ou activer les
transporteurs du glutamate (VGLUT, EAAT, GLAST, GLT-1 et Xc) ou bien ses
récepteurs (NMDA, mGIuR, AMPA).
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Figure 4 : La synapse tripartite glutamatergique

Dans la partie présynaptique, la glutamine (Gin) est convertie en glutamate (Glu) par la glutaminase et stockée
dans des vésicules présynaptiques par le transporteur du glutamate (VGLUT). Le complexe protéique SNARE
assure la fusion des vésicules avec la membrane présynaptique. Les astrocytes liberent également du glutamate
via le transporteur cystine-glutamate (Xc). Suite a la libération dans l'espace extracellulaire, le glutamate se lie
a la membrane présynaptique sur (mGIuR2/3 et mGIluR4/8), et la membrane synaptique sur (S-NMDA-R et
AMPA-R) et péri et extra-synaptique (mGIuR1/5 et E-ENMDAR) récepteurs de glutamate. Le glutamate est éliminé
de l'espace synaptique par les transporteurs d'acides aminés (les EAATS) sur les astrocytes voisins (GLAST et
GLT-1) et sur les neurones par (EAAT3). Le glutamate est converti en glutamine par la glutamine synthétase au
sein de lastrocyte avant d'étre transporté vers les neurones présynaptiques, achevant ainsi le cycle de
glutamate-glutamine. D’apres (Rudy et al., 2015).

3) Maturation post traductionnelle et glutamate

Les protéines, une fois traduite, subissent différents processus de maturation
tels que la glycylation ou la glycosylation. Parmi ces mécanismes, un processus
important pour la maturation de la tubuline qui implique le glutamate est appelé
« polyglutamylation ». La polyglutamylation est une modification post-traductionnelle
réversible de résidus glutamate sur la tubuline. Le glutamate peut former une liaison
peptidique avec un autre glutamate libre et constitue ainsi une chaine de
polyglutamate (Edde et al., 1990) (figure 5).
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Elle consiste a ajouter des résidus du glutamate sur la partie c-terminale de la tubuline par des enzymes

Figure 5 : La polyglutamylation de tubuline

appelées des polyglutamylases (Tubuline Tyrosine Ligase Like : TTLL). Ce phénomene est réversible par des
déglutamylases (cytosolic carboxypeptidases : CCP) qui enlevent les résidus de glutamate. D’apres (Janke et
al., 2008).

La glutamylation est présente sur différents types de microtubules. Dans les
neurones, la plupart des microtubules sont généralement polyglutamylés, avec des
chaines latérales de 1 a 6 résidus de glutamate (Audebert et al., 1994). Dans la plupart
des cellules de mammiféres en prolifération, les microtubules présents pendant
I'interphase sont glutamylés a un niveau trés faible, et seulement durant la mitose. Les
microtubules du fuseau mitotique montrent une augmentation du niveau de
polyglutamylation spécifique de la B-tubuline (Regnard et al., 1999; Verhey and
Gaertig, 2007).

La polyglutamylation se produit dans les domaines C-terminal de la tubuline
(Edde et al., 1990; Redeker et al., 1994), les principaux sites de liaison de nombreuses
protéines associées aux microtubules (MAPs). Il est donc hautement probable que le
phénomene polyglutamylation/dépolyglutamylation régule les interactions entre
microtubules et leurs partenaires (lkegami et al., 2007; Nogales, 2000). Par ailleurs, Il
a été démontré que la polyglutamylation est impliquée dans plusieurs processus liés
aux microtubules, tels que la motilité des cils et des flagelles (Gagnon et al., 1996), la
stabilité des centrosomes (Abal et al., 2005; Bobinnec et al., 1998) et la croissance
des neurites (Ikegami et al., 2006). Les réles des modifications post-traductionnelles

de la tubuline sont représentés dans la figure 6.
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Figure 6 : Représentation schématique des réles de la polyglutamylation dans différents types de microtubules

Au cours du cycle cellulaire, une augmentation spécifique de polyglutamylation sur le fuseau mitotique peut
coordonner les forces exercées sur ces structures, ainsi que l'activité enzymatique responsable de la séparation
des microtubules (Lacroix, 2010). Les tres hauts niveaux de polyglutamylation des centrioles ont été associés a
la stabilité du centrosome (Bobinnec, 1998b). La combinaison des différentes modifications des microtubules
contribuent au contréle de la stabilité (Rogowski, 2009) et au mouvement des cils et des flagelles (Kubo et al.,
2010; Suryavanshi, 2010). Dans les neurones, les modifications des microtubules sont impliquées dans
l'orientation des processus de transport (Konishi and Setou, 2009) et pourraient contribuer a la régulation de la
stabilité des microtubules (Lacroix, 2010; Sudo and Baas, 2010). Figure d’apres (Janke and Bulinski, 2011).

La polyglutamylation est un systéme dynamique entre polyglutamylation et
déglutamylation. Ainsi, tout phénoméne capable d’affecter ce bon équilibre peut altérer
le bon fonctionnement de la cellule que ce soit au niveau de sa division et de son cycle
cellulaire, de sa différenciation, de son mouvement et sa migration, et du transport

intracellulaire.
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4) Synthése et métabolisme du glutamate

La glutamine synthétase est une enzyme ubiquitaire présente dans de
nombreux organes et tissus (cerveau, foie, rein, rate, tissus adipeux, testicules et
muscles striés) (Arola et al., 1981). Le glutamate et la glutamine sont trés importants
pour I'entretien et le bon fonctionnement cellulaire. Les fonctions de la glutamine sont
multiples. Elle intervient comme substrat pour la synthése des protéines, précurseur
anabolisant pour la croissance musculaire, I'équilibre acido-basique dans les reins,
substrat pour I'uréogenése dans le foie, dans les cellules du systéme immunitaire, le
transport inter-organes d'azote, précurseur pour la synthése des neurotransmetteurs,
précurseur de la synthese d'acides nucléiques et précurseur pour la production de
glutathion (Newsholme et al., 2003). Un grand nombre de ces fonctions est lié a la
formation de glutamate a partir de la glutamine (figure 7). Des études in vitro et in vivo
ont montré que le glutamate peut étre oxydé pour produire de I'énergie par les
astrocytes dans le cerveau (McKenna, 2013).
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Figure 7 : Schéma montrant une vue d'ensemble du métabolisme de la glutamine et le du glutamate dans les
cellules de mammiféres

Le glutamate est produit a partir de la glutamine par l'activité de la glutaminase. Le glutamate peut ensuite étre
converti en g-amino butyrique (GABA), ornithine, 2-oxoglutarate, glucose ou glutathion. Les fonctions des
produits du glutamate sont indiquées, ainsi que les cellules ou les organes ou la voie métabolique se produit de
maniere préférentielle. NO : oxyde nitrique ; iINOS : inducible nitric oxide synthase ; glutamate Dh : glutamate

déshydrogénase. D’apres (Newsholme et al., 2003).
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Problématique

De nouvelles études suggérent que les femmes enceintes vivant a proximité
des lieux d’épandage des pesticides, semblent présenter un risque accru d'avoir un
enfant avec des traits autistiques (Roberts et al., 2007; Shelton et al., 2014). Le risque
pour qu'un enfant développe de l'autisme semble étre plus élevé pour les femmes
habitant prés de fermes, de terrains de golf et autres espaces publics traités avec des
pesticides au cours des trois derniers mois de leur grossesse (Shelton et al., 2014).

Un enfant sur 68 est diagnostiqué autiste, selon les experts du CDC (US
Centers for Disease Control and Prevention). L'autisme est une perturbation du
développement du cerveau se manifestant généralement dans les trois premiéres
années de la vie d'un enfant.

Les causes environnementales de I'autisme sont incertaines. Mais, certaines
études ont mis en évidence la forte implication des pesticides. Les enfants de parents
ouvriers agricoles, exposés a des faibles doses de pesticides de maniére chronique
avant leur naissance et dans les premiéres années de la vie, quand leur cerveau est
encore en développement, ont un risque plus élevé de développer des problémes
neuro-développementaux tels que I'autisme contrairement aux enfants non exposés a

ces produits chimiques (Shelton et al., 2014; Shelton and Hertz-Picciotto, 2015).

Au cours de ma thése, en raison de I'implication du glutamate et de I'analogie
structurale avec le GLA, nous avons recherché les effets de cette exposition périnatale
au GLA sur la neurogenése bulbaire et la migration des neuroblastes de la SVZ
(Herzine et al., Article en cours de soumission). Cette approche a été accompagnée
d'observations classiques de morphomeétrie cérébrale et de critéres cellulaires in vivo
et in vitro. Nous avons ensuite cherché de potentielles cibles du GLA notamment sur
I'architecture du cytosquelette et la maturation de la tubuline (Herzine et al., Article en
cours de rédaction). Par ailleurs, nous avons étudié les conséquences
comportementales des effets du GLA évaluées via l'analyse de la maturation
fonctionnelle du cerveau par des tests sensorimoteurs et une analyse

comportementale des animaux devenus adultes (Laugeray, Herzine et al., 2014).
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La stratégie de recherche utilisée consiste a exposer des souris au GLA
pendant la période périnatale a de faibles concentrations (deux groupes GLAO.2 et
GLA1 a 0,2 et 1 mg/kg respectivement trois fois par semaine). Lors de ce travail, nous
avons, dans un premier temps, analysés les perturbations transcriptomiques des
animaux exposes. L'analyse transcriptomique au niveau cérébral chez les souriceaux
males de 15 jours a permis de mettre en évidence des altérations de I'expression d'un
nombre important de génes pour les deux doses d'exposition. Les génes perturbés au
niveau de leur expression par I'exposition aux pesticides sont des éléments importants
a la compréhension des processus neurotoxiques.

L'analyse de ces données transcriptomiques nous a conduits a approfondir
I'étude au niveau histologique et cellulaire. En effet, si chez les GLA1 les aspects
synaptiques semblaient fortement perturbés, les données des GLAO.2 nous ont
suggeérés qu'en premier lieu, un aspect prolifératif et/ou de migration cellulaire pouvait
étre affecté.

Dans un deuxiéme temps, j'ai étudié les altérations au niveau histologique, plus
particuliérement, au niveau de la production de nouveaux neurones dans la SVZ et
leur migration vers les BO. Cette partie est constituée, tout d’abord, d’une analyse
histologique et d’'un marquage immunohistologique des zones cérébrales concernées,
puis d’'une analyse de la prolifération et d’'un suivi de la migration in vivo avec un
marquage au BrdU. Et enfin, ces perturbations ont été confirmées en culture d'explants
ex vivo de SVZ d'animaux exposés en période périnatale, et cela nous a permis
d’analyser les aspects morphologiques et la formation de chaines des neuroblastes.

Je me suis intéressé ensuite a la recherche de cibles potentielles du GLA. En
effet, les données et les observations obtenues, nous ont amenés a nous interroger
sur I'existence d'une cible moléculaire pour expliquer, du moins en partie, ces effets.
Des expériences in vitro supplémentaires (culture de neurones, cultures de cellules
souches) semblent conduire a I'hypothése d'une altération de la maturation de la
tubuline par le GLA, et notamment de la polyglutamylation, en raison de l'analogie

structurale du GLA avec le glutamate.

Enfin, nous nous sommes intéressés aux conséquences comportementales du
GLA. Une batterie de tests neurocomportementaux a été réalisée afin de mettre en

évidence des effets sur la mise en place de certains réflexes sensori-moteurs
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précoces, sur la communication des nouveau-nés (vocalisations) ainsi que sur les
comportements lorsque les animaux sont devenus adultes notamment au niveau
olfactif afin de rechercher des troubles comportementaux liés a une perturbation

neuro-développementale.
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Le glufosinate d’ammonium et la migration neuronale

1) Introduction

Le GLA est un analogue structural du glutamate. Comme décrit précédemment,
il agit comme un inhibiteur compétitif et irréversible de la glutamine synthétase, une
enzyme essentielle chez les plantes. Cependant, la glutamine synthétase est
également présente dans le systeme nerveux central des mammiferes (SNC). Dans
les cellules astrogliales, la glutamine synthétase joue un rble essentiel dans
I'noméostasie du glutamate, un neurotransmetteur majeur dans le SNC (Bak et al.,
20006). Les effets neurotoxiques du GLA se manifestent par des convulsions et des
pertes de la mémoire comme en témoignent quelques cas de patients ayant ingurgité
de grandes quantités du produit lors de tentatives de suicide (Park et al., 2006). Dans
les modéles animaux, le GLA induit des convulsions chez la souris (Lapouble et al.,
2002). Le GLA provoque des altérations de la neurotransmission du glutamate et des
perturbations de son homéostasie (Calas et al., 2008; Meme et al., 2009; Nakaki et al.,
2000). Bien que les effets neurotoxiques de doses aigués de GLA sont bien
documentés, on en sait peu sur ses effets chroniques et a de faibles doses pendant
les phases de développement neurologique. Il est essentiel de caractériser les effets
nocifs a long terme, qui peuvent interférer avec le développement du cerveau et
conduire a des anomalies permanentes.

Au cours du développement du systéme nerveux, les neuroblastes ont un fort
potentiel de migration vers leur destination finale. Dans le cerveau adulte, de nouveaux
neurones sont générés en continu dans la niche neurogéne située prés du ventricule,
et les cellules nouvellement générées migrent activement vers les bulbes olfactifs. Les
neuroblastes en migration forment des chaines grace a leurs interactions homophiles.
La migration des précurseurs neuronaux vers les bulbes olfactifs est orchestrée par
de multiples signaux sécrétoires (Coskun and Luskin, 2002; Whitman and Greer,
2009).

La production de neurones adultes est un processus continu. Chez les
rongeurs, les estimations suggérent que 10 000 a 30 000 neurones sont produits
chaque jour (Lledo et al., 2006). Ce taux de rotation élevé exige des mécanismes
homéostatiques profonds capables de réguler et de coordonner les différentes étapes

de la neurogenése et d'éviter une surproduction de neurones. L'homéostasie est
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assurée grace a linteraction génétique (intrinseque) et les signaux du
microenvironnement (extrinséques). Certaines études ont démontré que les
neurotransmetteurs sont les principaux régulateurs de la neurogenése (Di Giorgi-
Gerevini et al., 2005; Platel et al., 2008; Platel et al., 2007; Platel et al., 2010b).

La zone sous ventriculaire qui est une zone de neurogenese est composée de
différents types cellulaires, y compris les cellules astrocytaires. Les voies de
signalisation GABA et glutamate ont été décrites entre les neuroblastes et les cellules
astrocytaires. C’est une communication bidirectionnelle entre ces deux types de
cellules qui consiste a réguler la prolifération et la migration des neuroblastes (Di
Giorgi-Gerevini et al., 2005; Platel et al., 2008; Platel et al., 2010a).

Cette homéostasie peut étre perturbée par de nombreux xénobiotiques. Par
conséquence, la SVZ pourrait étre extrémement sensible aux composés
neurotoxiques comme le GLA. L’étude d'une telle exposition est d’autant plus
importante pendant les premiers jours du développement en raison de I'immaturité de
la BHE, a peine fonctionnelle (Stewart and Hayakawa, 1987; Watson et al., 2006)

Dans cette étude, nous avons supposé que le GLA, étant un analogue structural
de glutamate, peut affecter les niches de cellules souches sous ventriculaires en raison
d'un ensemble de mécanismes impliquant le glutamate. Pour ce faire, nous avons
étudié les possibles effets d’'une exposition périnatale au GLA sur la prolifération et la
migration neuroblastique, deux points trés importants dans le développement cérébral

sur un modeéle mammiféere.
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2) Matériel et méthodes
a) Materiel biologique

L’étude est réalisée avec des souris de fond génétique C57BL/6J provenant de
chez Janvier® (Le Genest St Isle, France). Ces souris sont hébergées en groupe dans
une animalerie conventionnelle et maintenues dans des conditions contrélées
d'humidité et de température avec une alternance jour/nuit de périodicité 12h/12h et
un acces illimité a I'eau et la nourriture. Toutes les expériences ont été menées de
facon alimiter le nombre d’animaux utilisés et leur souffrance en accord avec les regles
émises par le comité d’éthique pour I'expérimentation. Tous les aspects des
expérimentations étaient conformes a la directive du Conseil des Communautés
européennes (2010/63/UE). Le comité d'éthique a approuvé tous les protocoles
expérimentaux utilisés pour cette étude (numéro d'approbation C45-234-6).

Deux souris femelles sont mises en contact avec un male pendant 5-6 jours.
Les souris gestantes sont ensuite isolées et divisées en deux groupes expérimentaux
et traitées par voie intranasale avec une solution de GLA (1 mg/kg ou 0,2 mg/kg ;
PESTANAL®, Sigma-Aldrich) ou une solution saline. Les souris ont été traitées trois
fois par semaine durant la période périnatale, c'est a dire au cours de la période de
gestation et de l'allaitement (figure 8) a partir du 10éme jour embryonnaire (E10)
jusqu’au 15éme jour postnatal (PND15). Le volume d'’instillation était de 10 pl pour
30 g de souris. Les animaux témoins ont regu un volume comparable de solution saline
0,9 %. Les portées ont été maintenues dans la méme cage avec un acces illimité a la
nourriture et a I'eau. Les expériences sont réalisées sur des souriceaux indirectement
exposés a la molécule.

La procédure générale est représentée sur la figure 8. Un groupe de souriceaux
a PNDS5 est injecté au BrdU (100 mg/kg) et sacrifié soit 2 heures, 48 heures ou bien
10 jours aprés pour le suivi de la migration in vivo. Un autre groupe de souriceaux est
sacrifié¢ @ PND5 pour réaliser des cultures d’explants de la SVZ sur matrigel®. Les
Western Blot, le test Apoptag®, les immunomarquages et la transcriptomique ont été
réalisés sur des cerveaux de souriceaux a PND15.
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Figure 8 : Procédure générale de I'étude

Les souris gestantes ont regu par voie intranasale soit 0,2 ou 1 mg/kg de GLA ou une solution saline 3 fois par
semaine. A PND5, un groupe de souris méles a été injecté avec 100 mg/kg de BrdU ; 2 heures ou 48 heures ou
10 jours plus tard, ils ont été euthanasiés, et les cerveaux traités pour immunohistologie. Les autres souris
males ont été euthanasiées a PND5 et les cerveaux sont destinés pour la culture des explants de la SVZ, ou a

PND15 et leurs cerveaux sont destinés pour I'analyse transcriptomique.

b) Culture d’explants de la zone sous ventriculaire (SVZ) et du

cervelet sur Matrigel®

Aprés décapitation, les encéphales sont prélevés et placés dans du milieu de
dissection (Leibovitz's L-15, GIBCO) et les méninges sont retirés. Des morceaux ou
explants de la SVZ situés en bordure des ventricules latéraux, sont disséqués sur les
coupes frontales de 500 ym obtenues a l'aide d'un vibratome (Leica VT1200S). Les
fragments de SVZ sont dissociés mécaniquement a l'aide d’'un microscalpel. Les
explants sont déposés sur des lamelles préalablement enduites de Matrigel® au fond
d’'un puits de boite de culture. La solidification du Matrigel® (BD Biosciences) est
effectuée par une incubation a 37 °C pendant 30 minutes (le Matrigel® reste liquide a
4 °C et se gélifie a 37 °C). Les explants sont ensuite incubés avec du milieu
Neurobasal (GIBCO) complémenté de 10 % de SVF, supplément B-27 (GIBCO),
0.5mM de L-glutamine (GIBCO) et des antibiotiques (Pénicilline/Streptomycine,
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GIBCO) dans un incubateur a 37 °C, en atmosphere humide contenant 5 % de CO:
(RS Biotech). Aprés 3 jours de culture, les explants sont observés et photographiés en
lumiére transmise avec un microscope inversé (Nikon TE300) puis fixés par du TBS-
paraformaldéhyde 4 % et conservés a 4 °C dans du TBS en vue de réaliser ensuite

des marquages immunocytologiques.

¢) Réalisation de coupes histologiques

Les cerveaux sont prélevés sur souriceaux de PND5, PND7 ou PND15 et fixés
dans une solution de paraformaldéhyde a 4 % dans un tampon phosphate 0,1 M
(pH 7,4) pendant 24 a 48 heures a 4 °C, puis ils sont cryoprotégés dans une solution
de tampon phosphate 0,1 M (pH 7,4) contenant 30 % de sucrose pendant 48 heures
minimum a 4 °C. Les cerveaux sont ensuite congelés dans un bloc de tissue-tek®
(milieu de cryoenrobage) a -50 °C dans de l'isopentane (ou 2-méthylbutane, Sigma)
pendant 1 a 2 minutes. Des coupes coronales de 14 uym d’épaisseur sont réalisées a
-20 °C au cryostat (Leica CM3050 S).

d) Immunohistologie

Des coupes coronales au niveau de la SVZ ou au niveau des BO des souris a
PND15 sont utilisées pour ces expériences.

Un rincage au TBS trois fois 5 minutes est réalisé, suivi par une incubation avec
une solution de saturation qui contient 10 % de sérum de veau foetal (SVF), 1 % de
Bovine serum albumin (BSA) et 0,3 % de triton X-100 pendant 45 minutes. Les lames
sont ensuite incubées une nuit avec 'anticorps anti-DCX (abcam, polyclonal IgG de
lapin) ou bien avec l'anticorps anti-Reelin (abcam, monoclonal de souris) dilués au
1/500%™e dans la solution de saturation. Aprés ringage au TBS, les lames sont ensuite
incubées 2 heures, a l’abri de la lumiére, avec un anticorps secondaire de chévre anti-
IgG de lapin Alexa Fluor 488 (Invitrogen) dilué au 1/1000%™ ou un anticorps anti-IgG
de souris couplé au fluorochrome TRITC (Rouge) dans la solution de saturation sans
Triton. Les lames sont rincées dans le TBS. Un marquage nucléaire est ensuite
effectué avec une solution de DAPI (4',6'-diamidino-2- phénylindole) (Sigma) pendant

51



10 minutes suivi d’'un lavage au TBS. Pour le montage des coupes, un milieu de

montage, le Fluoromount-G (Southern Biotech), est employeé.

e) Immunomarquage anti BrdU

Le BrdU (Bromodeoxyuridine, 5-bromo-2'-deoxyuridine) est un nucléotide
synthétique analogue de la thymidine. Il est utilisé pour la détection des cellules qui
proliferent dans les tissus vivants. Le BrdU peut étre incorporé dans
I'ADN nouvellement synthétisé des cellules en cours de réplication (durant la phase S
de la mitose), a la place de la thymidine. Des anticorps spécifiques peuvent ensuite
étre utilisés afin de détecter le BrdU incorporé, révélant ainsi les cellules qui
répliquaient leur ADN activement. La liaison de I'anticorps nécessite la dénaturation de

I'ADN, généralement en exposant les cellules a de I'acide ou a la chaleur.

Nos immunohistologies anti BrdU ont été réalisées sur des cerveaux de
souriceaux injectés préalablement au BrdU a PNDS5 et sacrifiés soit 2 heures,
48 heures ou 10 jours apres. Cette stratégie a pour objectif de suivre les cellules

marquées au BrdU au cours du temps.

Notre protocole débute par une incubation des lames 30 minutes dans le citrate
a 90 °C. Aprés un bref passage dans de I'eau distillée les coupes sont incubées 10
minutes dans une solution HCL 1N pendant 10 minutes a 4 °C suivi d’'une incubation
de 45 minutes dans une autre solution HCL 2N a 37 °C. Les lames sont ensuite rincées
quelques secondes a I'eau distillée et une minute dans une solution borate a 0,1 M.
Ceci permettra de dénaturer I’ADN qui consiste a ouvrir la double hélice pour permettre
aux anticorps d’accéder au BrdU. Un ringage au TBS est effectué avant de lancer la
saturation (1 % BSA, 10 % SVF, 0,3 % Triton x-100) pendant 45 minutes. L'incubation
avec l'anticorps anti-BrdU (abcam, monoclonal IgG2a de rat) dilué au 1/200%™¢ dure
toute une nuit. Aprés ringage au TBS, les coupes sont ensuite incubées 2 heures avec
un anticorps secondaire, fait chez I'ane, anti-lgG2a de rat, couplé au fluorochrome
Alexa Fluor 488 (Invitrogene) dilué au 1/1000°™¢ dans la solution de saturation sans
Triton, a I'abri de la lumiére. Les coupes sont rincées avec du TBS pendant 10 minutes.
Un marquage nucléaire est ensuite effectué avec une solution de DAPI (Sigma) suivi
d'un lavage au TBS. Pour le montage des coupes, le milieu Fluoromount-G
(SouthernBiotech), est employeé.
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f) Immunocytologie

Une fois fixées, les cultures d’explants sont rincées trois fois au TBS, ensuite
les lamelles sont incubées avec une solution de saturation qui contient 10 % de SVF,
1 % de BSA et 0,2 % de triton X-100 pendant 20 minutes. Les lamelles sont ensuite
incubées 1 heure avec I'anticorps anti-DCX dilué au 1/500°™¢ dans la solution de
saturation. Aprés ringage au TBS, les lamelles sont ensuite incubées 30 minutes, a
I'abri de la lumiére, avec un anticorps secondaire de chévre anti-IgG de lapin couplé
au fluorochrome Alexa Fluor 488 (Invitrogen) dilué au 1/1000°™®. Les lamelles sont
rincées dans le TBS. Un marquage nucléaire est ensuite effectué avec une solution
de DAPI (Sigma) suivi d'un lavage au TBS. Pour le montage des coupes, un milieu de
montage, le Fluoromount-G (SouthernBiotech), est employé.

g) Marquage des cellules apoptotiques (marquage tunnel)

Le principe de la technique de TUNEL est de révéler la présence de cassures
dans I'ADN (présentes dans les cellules en apoptose) par une réaction de
polymérisation mettant de nucléotides modifiés qui sont par la suite mis en évidence
via une réaction d'immunohistologie. Le marquage des cellules apoptotiques est
réalisé avec le kit ApopTag® Red In Situ Apoptosis Detection Kit (EMD Millipore) en
suivant le protocole indiqué. En bref, les coupes ont été traitées comme indiqué, fixées
dans du paraformaldéhyde a 1 %, lavées trois fois dans du TBS, incubées dans un
tampon d'équilibration pendant 10 minutes puis incubées avec la désoxynucléotidyl
transferase terminale pendant 60 minutes a 37 °C. Au bout de 10 minutes, les coupes
sont placées dans le tampon «stop» pour arréter I'activité de 'enzyme, les coupes ont
été incubées avec I'anti-digoxigénine pendant une nuit a 4°C. Aprés lavage dans du
TBS, un marquage nucléaire est ensuite effectué avec une solution de DAPI (Sigma)
suivi d'un lavage au TBS. Pour le montage des coupes, un milieu de montage, le
Fluoromount-G (SouthernBiotech), est employé.

h) Extraction d’ARN totaux

Les ARNSs totaux sont extraits des cerveaux de souriceaux PND15 suivant le
protocole de la méthode TRIZOL®. Brievement, aprés sacrifice des animaux par
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décapitation, les cerveaux sont disséqués puis congelés directement dans I'azote
liquide et stockés a -80°C. Pour I'extraction des ARNs totaux, chaque cerveau est
broyé a l'aide d'un ultra-turax dans 1 mL de solution de TRIZOL®. Aprés une
incubation de 10 minutes a température ambiante permettant la cassure des liaisons
nucléopeptidiques, les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation (12000 g/ 10
minutes a 4 °C). Pour permettre la séparation des protéines, de 'ADN et des ARNs
totaux des échantillons 100 yL de BCP (Bromo Chloro Phénol) sont ajoutés a
température ambiante. Aprés une homogénéisation énergique, incubation a
température ambiante (10 minutes) et centrifugation (12000g / 10 minutes a 4 °C) nous
obtenons 3 phases : la phase aqueuse supérieure contenant les ARNs totaux, une
phase rouge phénolique inférieure contenant les protéines et un anneau central blanc
contenant ’ADN. Aprés prélévement minutieux de la phase aqueuse, les ARNs totaux
sont précipités par ajout de 500 pL d’isopropanol. Aprés homogénéisation et
centrifugation (12000g / 10 minutes a 4 °C), les ARNs totaux culotés sont lavés avec
1ml d’éthanol 70 %, puis séchés a l'air libre pendant 3 a 5 minutes et enfin re-dissouts
dans de I'eau pure sans nucléase. Les échantillons sont stockés a -80 °C.

i) Puce d’'expression ou puce transcriptomique.

Les puces d'expression (Affymetrix Mice Exon 1.0 ST array 1.0, Affymetrix,
Santa Clara, CA) sont réalisées sur les ARNs totaux extraits des cerveaux de
souriceaux a PND15. Le protocole général est décrit en figure 9. Brievement, a partir
des ARNSs totaux (200 ng), les ARNm sont spécifiquement rétro-transcrits en ADNc
(ADN complémentaire) simple brin puis double brin. L’obtention de ces ADNdbs,
spécifiques des ARNm, sont la matrice pour une expansion transcriptomique générale
de tous les ARNm par transcription in vitro (IVT). Aprés 18 heures d’IVT, nous avons
généreé une grande quantité d’ARNc (en moyenne 1500ng/ul). Aprés purification sur
billes magnétiques, les ARNc sont rétro-transcrits en présence de dUTP modifiés
(désoxy-uracil tri-phosphate) et de dTTP (désoxy-thymine tri-phosphate) pour obtenir
des ADNc « marqués ». Les matrices d’ARNc sont dégradées par de la RNAse H.
Aprés une nouvelle purification sur billes magnétiques, nous obtenons une quantité
suffisante d’ADNc marqués pour I'hybridation finale (5500 ng d’ADNc). Cependant,
avant cette derniere étape, les ADNc sont fragmentés par deux enzymes spécifiques
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(UDG (Uracil DNA Glycosylase) et APE1 (Endonucléase Apurinic-Apyrimidinic
humain)) puis marqués en 3’ par de la biotine grace a I'enzyme TDT (Terminal
Deoxynucleotidyl Transférase). Une fois marqués, les 5500 ng d’ADNc sont injectés
dans la puce EXON1.0. Aprés hybridation pendant 16 a 18 heures et lavage des
puces, ces derniéres sont scannées par un laser argon 488 nm permettant d’obtenir

les mesures de fluorescence pour chaque fragment d’ADNc.

A l'aide du logiciel Genescpring X, l'intensité de fluorescence de chaque exon
de chaque ARNmM de départ est calculée. L'intensité de fluorescence émise est
proportionnelle a la concentration (en UA) de ce fragment d’ADNc et donc a la quantité
initiale (en UA) « d’expression génique ». Ce logiciel permet d’obtenir les listes de
génes significativement et dérégulés entre nos échantillons Contréles, GLAO.2 et
GLA1. L'analyse statistique réalisée, et validée par la littérature, est une analyse
ANOVA globale, suivie d’'un test post-Hoc, et d’une correction mathématique de
Benjaminin Hochberg. Dans un souci d’éviter le plus possible les faux-positifs, une fois
la liste des génes significativement dérégulés, nous nous focalisons uniquement sur

ceux dont les variations sont de plus de 20% (analyse de Fold-Change 1.2).

Dans notre étude, nous n’avons pas étudié 'ensemble des génes de la cellule mais
nous nous sommes focalisé sur les génes en relation avec le cytosquelette. La liste de
ces génes a été obtenue sur la base de données GSEA — Gene Set Enrichissement
Analysis (http://software.broadinstitute.org/gsea/index.jsp).

j) Observations microscopique

Les images ont été acquises sur un microscope a fluorescence (Leica
DM6000b) avec une caméra DFC310FX (Leica) et le logiciel Metamorph®. Pour
chaque section au moins une photographie de chaque structure a été réalisée. Les
images sont ensuite analysées par le logiciel ImageJ® (NIH).
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Figure 9 : Les différentes étapes du protocole de réalisation des puces d'expression.

Hybridation sur Puce

k) Analyses statistiques

Pour I'analyse statistique, les résultats sont présentés en moyenne * I'erreur
standard moyenne (SEM). Les données impliquant plus de deux groupes ont été
analysées par analyse de variance (P<0.05, ANOVA), les données ont été
rassemblées pour chaque groupe. Le test t de Student a été utilisé pour les
comparaisons impliquant deux groupes. La significativité a été fixée a p<0,05. La
correction post hoc de Bonferroni a été utilisée pour contréler les tests de comparaison

multiples.
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3) Résultats

a) Effets de I'exposition au glufosinate d’ammonium sur la zone

sous ventriculaire

Pour étudier les effets du GLA sur les niches sous ventriculaires, des mesures
morphologiques de la SVZ ont été d'abord effectuées sur des souris agées de 15 jours
et exposées en périnatal. En ce qui concerne les épaisseurs des murs ventriculaires,
il n'y a pas de différence entre les souris CTL et les souris GLA1. En effet, les murs
ventriculaires des CTL mesurent 22.77 + 1.79 ym (n=5) et ceux des GLA1 21.94 +
1.10 ym (n=6), les épaisseurs des couches restent inchangées (figure 10). En
revanche, les souris GLAO.2 présentent une épaisseur des murs sous ventriculaires
significativement plus importante (p=0.0003) par rapport aux épaisseurs moyennes
des souris CTL (33.46 + 3.46 um (n=5)). Deux hypothéses peuvent émerger a ce stade
en ce qui concerne les GLAO.2 : 1) Une prolifération cellulaire accrue chez les GLAO.2
ou, 2) un défaut de migration des neuroblastes et leur difficulté a quitter la SVZ. Une
migration ectopique des neuroblastes est aussi observée dans les cerveaux des souris
GLA1, en effet, quelques neuroblastes migrent vers le striatum au lieu de suivre le

courant rostral.
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Figure 10 : Effet de l'exposition périnatale au glufosinate d’ammonium sur la migration des neuroblastes le long
du courant rostral.

(A) Schéma d’'une coupe coronale de cerveau de souris au niveau des ventricules latéraux, les murs
ventriculaires sont représentés en vert. (B) Mesure des épaisseurs des murs ventriculaires, les GLAO.2
présentent des murs ventriculaires tres épais par rapport aux contréles, aucune différence de la taille des murs
entre les GLA1 et les contréles. (C) coupes coronales de souris CTL, GLAO.2 et GLA1 marquées avec la DCX
(doublecortine; expression exclusive dans les neuroblastes; vert) et DAPI (de coloration nucléaire; bleu), Les
fleches rouge indiquent une migration ectopique des neuroblastes en dehors du courant rostral. Barre d'échelle

100 um. Chaque valeur est représentée par la moyenne + SEM (***: p <0,001). LV : ventricule latéral, Cpu :

caudate putamen.

b) Effets de I'exposition au glufosinate d’ammonium sur la
prolifération dans la zone sous ventriculaire et la migration

des neuroblastes vers les bulbes olfactifs

Au cours de la premiére semaine apres la naissance, un grand nombre de
cellules de la couche sous-épendymaire est généré au niveau des ventricules latéraux
et migre ensuite vers les bulbes olfactifs, principalement dans la couche de cellules
granulaires (Lois and Alvarez-Buylla, 1994; Winner et al., 2002). Ces neuroblastes
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donnent naissance a des interneurones qui s’intégrent dans le réseau neuronal

préexistant ou alors ils rentrent en apoptose (Mouret et al., 2008).

Pour étudier la prolifération des neuroblastes et suivre leur migration au cours
du temps, chez des souris exposées en périnatal au glufosinate d’'ammonium, nous
avons étudié la distribution du BrdU dans les cellules au niveau de la SVZ, du neuro-
épithélium et des différentes couches des BO. Les mesures de densité de BrdU ont
eteé effectuées soit 2 heures, 48 heures ou bien 10 jours aprés injection (c’est-a-dire a
PND5, PND7 et PND15). Le BrdU, étant un marqueur mitotique, nous permet d'évaluer

la prolifération et de suivre la migration des neuroblastes dans le courant rostral.

Pour étudier I'effet de I'exposition périnatale au GLA sur la prolifération cellulaire
au niveau de la SVZ, la densité du marquage BrdU a été mesurée dans cette zone
2 heures aprés l'injection (figure 11a). Cette analyse quantitative exprimée en unité
arbitraire (UA) de marquage BrdU dans la SVZ n'a pas révélé de difféerence de la
prolifération cellulaire entre les CTL et GLA1 (0.091 + 0.0025 pour les CTL et 0.08 £
0.0045 pour les GLA1). En revanche, la densité du BrdU a 2h, ce qui reflete la
prolifération de base, est significativement diminuée (p=0.0034) chez les GLAO.2 avec
une valeur de densité moyenne de 0.068 £ 0.0026. L’hypothése émise auparavant a
propos de |'épaississement de la SVZ des GLAO.2 stipulait une augmentation de
prolifération au niveau de cette zone. Or, les résultats des expériences BrdU nous
montrent le contraire. L’hypothése la plus probable alors est un défaut de migration
des neuroblastes et leurs difficultés a quitter la SVZ. Les mesures de densité de
fluorescence au niveau du neuro-épithélium et des BO n’ont montré aucune différence
entre les différents groupes expérimentaux (figure 11b). Cette intensité est de 0.059 +
0.007 chez les CTL, 0.063 + 0.004 chez les GLA0.2 et 0.065 + 0.005 chez les GLA1.

Les mesures d’intensité de BrdU réalisées sur les animaux sacrifiés a PND7,
c'est a dire 48 heures aprés injection du BrdU, nous révélent une diminution
significative (p=0.0002) au niveau de la SVZ des animaux CTL. En effet, I'intensité du
marquage BrdU passe de 0.091 + 0.0025 a 2 heures a 0.0554 £ 0.001 a 48 heures
(figure 11c). Cette diminution d’intensité du signal BrdU au niveau de la SVZ s’est
accompagneée d’'une augmentation significative (p=0.0028) d’intensité de ce signal
avec une valeur qui passe de 0.059 + 0.007 a 0.102 £ 0.004 au niveau du neuro-
épithélium et des BO ce qui refléte une migration des cellules de la SVZ vers les bulbes
olfactifs des animaux CTL (figure 11d).
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Cependant, chez les souris exposées au GLA, ce processus semble étre
retardé (figures 11c et 11d). En effet, on n'observe pas de diminution d’intensité de
fluorescence chez les GLAO.2 au niveau de la SVZ (0.70 £ 0.007). Elle reste stable au
bout de 48 heures. De méme, on n'observe pas d’augmentation de cette intensité au
niveau des BO (0.076 % 0.006). Ce résultat confirme notre hypothése sur
I'épaississement des murs ventriculaires des GLAO.2. En effet, les neuroblastes ont
du mal a quitter la SVZ et a entamer leur migration le long du courant rostral vers les
BO.

Chez les GLA1, c’est un peu différent, l'intensité du signal est diminuée
significativement (p=0.0032) au niveau de la SVZ a 48 heures (0.059 + 0.004) ce qui
signifie que les neuroblastes ont quitté la SVZ, mais on n’observe pas d’augmentation
du signal au niveau des BO a 48 heures (0.077 + 0.011). Ce résultat atteste d’un
possible défaut de migration bulbaire mais une migration vers d’autres structures, ce
qui peut expliquer la migration ectopique et les neuroblastes déja observés au niveau
des couches extérieures de la SVZ et du striatum.

Dans la période post-natale, environ 50 % des neuroblastes qui migrent vers
les BO se différencient pour former des interneurones qui s’'intégrent dans les circuits
neuronaux, tandis que I'autre moitié subit une mort cellulaire programmée (Lledo and
Saghatelyan, 2005; Petreanu and Alvarez-Buylla, 2002; Winner et al., 2002). Pour
étudier les effets du GLA sur la survie des neuroblastes, nous avons utilisé les animaux
sacrifiés 10 jours aprés injection du BrdU. Les résultats montrent une baisse
significative d’intensité de fluorescence du BrdU au niveau de la SVZ dans tous les
groupes expérimentaux comparée aux intensités observées a 2 heures, en revanche,
aucune différence n’est observée entre les différents groupes. Les niveaux de densité
du BrdU sont de 0.0517 + 0.008 chez les CTL, 0.0553 + 0.0105 chez les GLAO.2 et
0.513 £ 0.005 chez les GLA1. Par ailleurs, au niveau des BO, une baisse significative
de cette intensité est observée chez les CTL (0.0415 £ 0.008). En revanche, chez les
GLAO.2 et GLAA1, l'intensité de fluorescence du BrdU est augmentée (0.102 + 0.002
pour les GLAO.2 et 0.0767 + 0.008 pour les GLA1) (figure 11e et 11f).

Chez les souris CTL, sur 'ensemble des neuroblastes qui arrivent dans les BO, seul
un petit pourcentage d’entre eux s’intégre dans les circuits neuronaux. De nombreuses
cellules meurent par apoptose. En revanche, chez les souris exposées au glufosinate
d’ammonium, la migration des neuroblastes semble étre perturbée. Chez les GLAO.2,
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la majorité de ces cellules semble avoir séjourné prés de la SVZ pendant au moins 7-
10 jours avant d’arriver dans les BO. Chez les GLA1, la migration est aussi retardée

en plus de la migration ectopique.

La survie neuronale est donc augmentée chez les souris exposées mais I'étude
de I'apoptose au niveau de la SVZ et des bulbes olfactifs est nécessaire pour confirmer

ces résultats.
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Figure 11 : Suivi de la migration des neuroblastes in vivo avec un marquage au BrdU

L’intensité du marquage BrdU a été mesurée sur des coupes coronales de souris préalablement injectées au
BrdU a PND5 et sacrifiées 2h, 48h ou 10 jours apres. A 2h, cette mesure de densité de BrdU est relative au taux
de prolifération cellulaire, et les résultats montrent une diminution de prolifération uniquement chez les GLAO.2
au niveau de la SVZ (A). Aucune différence de prolifération n’a été détectée au niveau des BO (B). Les mesures
effectuées a 48h et comparées a celles effectuées a 2h nous indiquent des mouvements cellulaires entre la SVZ
et les BO. Au niveau de la SVZ, on remarque une baisse d’intensité chez les CTL et GLA1 mais pas chez les
GLAO.2 (C). De la méme maniéere, on constate une augmentation de cette intensité uniquement chez les CTL
(D). A PND15, l'intensité de fluorescence est au plus bas niveau et identique chez tous les groupes au niveau
de la SVZ (E). En revanche, au niveau des BO, l'intensité est plus importante chez les GLAO0.2 et GLA1 (F).
Chaque valeur est représentée par la moyenne + SEM (*: p <0,05; ** : p <0,01*** : p <0,001).
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c) Effets de I'exposition au glufosinate d’ammonium sur la
structure de la couche de cellules mitrales et la cyto-

architecture des bulbes olfactifs

La Reelin est essentielle pour le développement neurologique et notamment
pour la migration neuronale. En effet, la Reelin induit le détachement des neuroblastes
de leur formation de chaine au niveau du neuro-épithélium (Simo et al., 2007). Elle est

exprimée par les cellules de la couche mitrales dans les BO.

L’exposition aux organophosphorés induit des phénotypes comportementaux
similaires a ceux observeés chez la souris reeler (Reelin knockout) (Laviola et al., 2006),
suggérant une interaction directe entre I'exposition aux pesticides et I'activité du géne
Reln codant la Reelin. Ces données nous ont conduits a I'hnypothése que I'exposition
périnatale aux organophosphorés peut affecter la migration cellulaire en modulant
I'activité de la protéine Reelin, donc potentiellement contribuer au développement de
pathologies neurologiques telles que de I'autisme (Keller and Persico, 2003; Mullen et
al., 2013; Persico and Bourgeron, 2006).

Nous avons étudié sur des souriceaux a PND15, la structure des bulbes olfactifs
qui ont un intérét particulier pour la terminaison de la migration des neuroblastes. Pour
mettre en évidence les cellules Reelin+, nous les avons étudiées par immunohistologie
en utilisant un anticorps anti-Reelin spécifique. Chez les souris de CTL, deux régions
distinctes expriment clairement la Reelin dans le bulbe olfactif (la couche glomérulaire
et la monocouche de cellules mitrales) (figure 12a). Chez les souris exposées en
périnatal au glufosinate d’ammonium, la couche de cellules mitrales semble étre
désorganisée et ne se présente plus comme une monocouche contrairement aux

souris CTL (figure 12a).

En outre, Le comptage du nombre de cellules Reelin+ sur la couche mitrale
montre une augmentation du nombre de cellules mitrales a la fois chez les GLAO.2 et
les GLA1 (p=0.0104 pour les GLAO.2 et p=0.0017 pour les GLA1) (figure 12b). En effet
chez les CTL on dénombre 50.18 + 2.62 (n=4) cellules Reelin+ par mm alors qu’on en
dénombre beaucoup plus chezles GLAO.2 et GLA1 (67.25 +3.52 (n=3) et 72.86 + 2.53
(n=3) respectivement).

En revanche, l'analyse transcriptomique sur I'ensemble du cerveau entier

montre une diminution de l'expression du géne Reelin de 40 % (-1.399 de fold
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change/CTL) chez les GLA1 par rapport aux souris CTL, alors qu’aucune différence
significative n’a été trouveée sur les taux de transcrits du géne Reln entre les CTL et
GLAO.2 (figure 12c). Il faut noter que la Reelin n’est pas transcrite exclusivement dans

les bulbes olfactifs, mais elle est aussi exprimée au niveau du cortex et du cervelet.
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Figure 12 : Effet de l'exposition périnatale au glufosinate d'ammonium sur la couche de cellules mitrales dans le
bulbe olfactif

(A) Coupes coronales au niveau des bulbes olfactifs de souris CTL, GLAO.2 ou GLA1 marquées avec l'anticorps
anti-Reelin (rouge) et avec le DAPI (bleu). (B) Nombre de cellules Reelin+ par unité de distances (mm) de la
couche mitrale, les souris exposées au GLA ont un nombre de cellules Reelin+ plus élevé que les CTL. (C) Taux
d’expression de 'ARNm de la Reelin sur cerveau entier mesuré par gPCR. Il n’y a pas de différences
d’expression entre les GLAO.2 (n=8) et les CTL (n=8), en revanche la Reelin est sous exprimée chez les GLA1
(n=8) par rapport aux CTL. Chaque valeur est représentée par la moyenne + SEM (*: p <0,05; **: p <0,01). Barre
d'échelle 50 pm.

Le signal Reelin est donc important pour permettre aux neuroblastes de rompre leur
formation de chaine au niveau du neuro-épithélium et de migrer de fagon radiaire vers
leur destination, les différentes couches des bulbes olfactifs. Une telle perturbation au
niveau de l'organisation de la couche de cellules mitrales peut affecter le processus
de terminaison de migration et peut compromettre ainsi la cyto-architecture générale

du bulbe. Pour voir I'impact du GLA a ce niveau, nous avons réalisé des marquages
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immunohistologiques des neuroblastes toujours en cours de migration (DCX+) sur des
coupes coronales des bulbes. L'analyse de ces données est purement qualitative, et
est focalisée sur I'aspect général de différentes couches des bulbes olfactifs. Les
résultats montrent des différences de cyto-architecture des bulbes des souris
exposées au GLA. En effet, les GLAO.2 et GLA1 présentent une migration des
neuroblastes qui semble étre modifiée, et les neuroblastes, contrairement au CTL, ne
forment plus une structure paralléle bien organisée (figure 13). Cette observation
pourrait étre liée a des perturbation de la voie de signalisation Reelin qui a pour réle
de coordonner le réarrangement des éléments du cytosquelette dans différents
compartiments cellulaires et a différentes étapes de la migration (Ayala et al., 2011).
En raison de la difficulté de quantifier cet aspect, nous avons décidé d'analyser la
morphologie des neuroblastes, la migration et la formation des chaines avec des

expériences ex vivo utilisant des explants de la SVZ.

b DCX, DAPI

Figure 13 : Effet de l'exposition périnatale au glufosinate d'ammonium sur la Cyto-architecture des bulbes
olfactifs

(A) Schéma d’une coupe coronale au niveau du bulbe olfactif d’'un cerveau murin. (B) Coupes coronales au
niveau des bulbes olfactifs de souris CTL, GLAO0.2 ou GLA1 marquées avec l'anticorps anti-DCX (Vert) et avec
le DAPI (bleu). Les bulbes des souris CTL présentent une architecture caractéristique et bien parallele des
neuroblastes qui migrent vers les couches externes des bulbes olfactifs. Les bulbes des souris exposées au
GLA ont une architecture bien différente de celle des souris CTL, les neuroblastes en migration ne forment plus
une architecture paralléle et bien lisse. Barre d'échelle 50 um. NE : Neuroépithélium, Mi : couche de cellules

mitrales, GrL : Couche Granulaire.
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d) Effets de I'’exposition au glufosinate d’ammonium sur la mort
cellulaire programmée au niveau des bulbes olfactifs et dans

la zone sous ventriculaire

Les neuroblastes issus de la SVZ migrent le long du courant rostral vers les BO.
Une fois dans les BO, les neuroblastes intégrent le réseau neuronal et maturent en
neurones fonctionnels. Les neuroblastes n’ayant pas intégré ce réseau, meurent par
apoptose cellulaire. L’analyse du taux d’apoptose au niveau de la SVZ et des BO est
nécessaire pour comprendre le processus de migration chez les souris exposées en
périnatal au glufosinate d’'ammonium. Ces expériences sont réalisées sur des coupes
coronales au niveau de la SVZ et des BO de souris a PND15 gréace a un kit de
marquage de cellules apoptotiques. En effet, du coté de la SVZ, le niveau d’apoptose
est augmenté significativement chez les GLA1 par rapport aux CTL (p=0.0008) mais
on n'observe aucune différence entre les GLAO.2 et CTL (figure 14). Le nombre de
cellules apoptotiques normalisé en % par rapport a la moyenne des CTL est de 100 %
+ 2.21 %, 116.27 % + 8.25 % et 158.45 % * 2.76 % chez les CTL, GLAO.2 et GLA1
respectivement. Cette augmentation d’apoptose chez les GLA1 dans les zones sous-
jacentes de la SVZ peut s’expliquer en partie, par la mort des neuroblastes en position

ectopique.

Le comptage des cellules apoptotiques au niveau des BO n’a montré aucune
différence entre les groupes au niveau des neuro-épithéliums et des couches
glomérulaires des BO. Le pourcentage de cellules apoptotiques est de
100 % £ 10.37 %, 70.30 % = 17.36 % et 83.17 % + 10.75 % chez les CTL, GLAO.2 et
GLA1 respectivement au niveau du neuro-épithélium ; et il est de 100 % + 11.11 %,
73.11 % £ 13.28 % et 86.85 % + 14.60 chezles CTL, GLAO.2 et GLA1 respectivement
au niveau de la couche glomérulaire des BO. En revanche, au niveau de la couche
granulaire, on note une diminution significative du nombre de cellules apoptotiques
chez les GLAO.2 et GLA1 (p=0.21 et p=0.041 respectivement). Le pourcentage de
cellules apoptotiques normalisé par rapport au CTL est de 100 % £ 5.71 % chez les
CTL, 51.70 % % 11.89 % chez la GLAO.2 et 75.70 % + 6.06 % chez les GLA1 (figure
14).

La diminution du nombre de cellules apoptotiques dans les BO des souris
exposées au GLA est synonyme d’'une augmentation de survie des neuroblastes. Ces

résultats confirment les résultats obtenus a I'aide du BrdU a PND15. En effet, on a
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observé une diminution d’intensité chez les CTL mais pas chez les autres.
L’augmentation de l'intensité de fluorescence du BrdU observée chez les groupes
exposeés au GLA a PND15 est donc due a un retard de migration des neuroblastes et

une augmentation de survie de ces derniers.
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Figure 14 : Marquage des cellules apoptotiques dans la SVZ et les bulbes olfactifs

Immunomarquage des cellules apoptotiques avec le kit Apoptag® (rouge) et des noyaux au DAPI (bleu) de
souriceaux CTL, GLAO.2 et GLA1 a PND15. (A) Coupes coronales au niveau de la SVZ. (B) Nombre de cellules
apoptotiques au niveau des murs ventriculaires. On ne constate pas d’augmentation de 'apoptose chez les
GLAO.2 par rapport aux CTL, par contre une augmentation significative du nombre de cellules apoptotiques au
niveau de ces murs ventriculaires chez les GLA1 comparé aux CTL. (C) Coupes coronales au niveau des BO.
(E) comptage du nombre de cellules apoptotiques sur les différentes couches des BO. Pas de différence sur le
nombre de cellules apoptotiques au niveau du neuro-épithélium et de la couche glomérulaire des BO, en
revanche, une diminution significative de l'apoptose dans la couche granulaire des BO des animaux exposés au

GLA. Chaque valeur est représentée par la moyenne + SEM (*: p <0,05; **: p <0,01 ; ***: p <0,001).

e) Effets de I'exposition au glufosinate d’ammonium sur la

migration des neuroblastes ex vivo sur Matrigel®

Pour étudier les aspects morphologiques de la migration des neuroblastes,
nous avons mime les conditions de cette migration et la formation des chaines ex vivo.
Nous avons cultivé des explants de la SVZ sur Matrigel® sans ajout de pesticide dans
les milieux de culture. Ces explants sont issus de cerveaux de souriceaux de 5 jours
(PND5) exposés en périnatal au GLA (GLAO.2 (n=11) et GLA1 (n=7)) ou d’animaux
controles (CTL (n=10)).



Premiérement, on a confirmé que les cellules qui quittent I'explant pour migrer
en dehors de I'explant sont bien des neuroblastes par marquage immunocytologique
anti-doublecortine. Les cellules des explants CTL se sont organisées en chaine dans
le Matrigel® et les cellules sont bipolaires et fusiformes en contact les unes aux autres
(figure 15). Dans certains cas, on peut observer quelques cellules isolées. Nous avons
évalué le nombre de chaines par mm? et le nombre de cellules individuelles par mm?,
Tout d'abord nous avons observé une diminution significative (p=0.0001 pour les
GLAO.2 et p=0.027 pour les GLA1) du nombre de chaines pour les explants issus des
GLAO.2 et GLA1. En effet, le nombre de chaines formées est de 73.56 £ 6.36 par mm?
chez les CTL alors qu'il n'est que de 40.95 + 2.97 et 50.90 £ 6.20 par mm? pour les
GLAO.2 et GLA1 respectivement. En outre, il est observé par rapport aux CTL (44.47
+ 5.55), une augmentation significative (p=0.0001 pour les GLAO.2 et p=0.04 pour les
GLA1) du nombre de cellules individuelles des explants de GLAO.2 et GLA1 (98.44
+8.37 et 72.57 + 5.52 respectivement).

Par ailleurs, les chaines issues des explants des GLAO.2 forment des agrégats
cellulaires ce qui les rendent plus compactes comparées aux chaines du groupe CTL.
En effet, on a quantifié le nombre de cellules par mm de chaine formée et on a une
augmentation significative (p=0.008) des GLAO0.2 (116.34 £ 6.99 (n=24)) par rapport
aux CTL (69.26 + 4.94 (n=24)). En revanche, le nombre de cellules par mm de chaine
formée des explants des GLA1 est de (71.22 £ 5.15 (n=21)) n’est pas statistiquement
différent des CTL.

L’analyse qualitative de la morphologie des neuroblastes montre chez les CTL
des cellules avec un corps cellulaire allongé et fusiforme avec un céne de croissance
dans la direction de migration. Cependant, un certain nombre d'explants GLA1
présente des cellules en migration avec une morphologie anormale : extension et
ramification du cone de croissance, des dendrites anormalement trés longues et perte

de la bipolarité des neuroblastes (figure 15d).
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Figure 15 : Culture Ex vivo d’explants de la SVZ sur Matrigel® de souris exposées en périnatal

Des explants de la SVZ de souris de 5 jours traitées en périnatal au GLA (GLAO.2 ou GLA1) ou de souris
contréles (CTL) ont été cultivés ex vivo sur Matrigel® pendant 3 jours. Le panel du haut montre un schéma d’une
coupe coronale au niveau de la SVZ, les murs ventriculaires sont colorés en vert et les explants sont micro-
disséqués dans la partie désignée par un carré rouge. La photographie a droite de ce panel est une photographie
obtenue avec un microscope inversé de la culture a 3DIV ou on voit une partie de I'explant et des chaines de
neuroblastes qui migrent a I'extérieur de cet explant. Le nombre de chaines formées et de cellules isolées a été
compté. (A) Le nombre de chaines formé chez les explants de souris exposées au GLA est significativement
plus faible par rapport au CTL. Le nombre de cellules isolées est tres élevé chez les souris exposées au GLA
(B). Ces résultats montrent la difficulté des neuroblastes a migrer et a former des chaines. (D) L’aspect

morphologique des neuroblastes et des chaines formées a été étudié par immunocytologie anti DCX pour
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marquer les neuroblastes (vert) et les noyaux au DAPI (bleu). Les résultats montrent chez les CTL des cellules
bipolaires et fusiformes en contact les unes des autres contrairement au GLAO.2 et GLA1 qui montrent des
extensions et des ramifications du cbéne de croissance, une perte de leur bipolarité et un aspect anormal et
compact des chaines. Le nombre de cellules par unité de distance a été mesuré dans les chaines formées et
les résultats montrent une augmentation significative de ce nombre chez les GLAO.2. Chaque valeur est

représentée par la moyenne + SEM (*: p <0,05; *** p <001). Barre d'échelle 100 um.

f) Analyse transcriptomique suite a I’exposition au glufosinate

d’ammonium

En paralléle de nos résultats montrant des perturbations de migration, nous
avons conduit une analyse transcriptomique au niveau cérébral. Des puces
transcriptomiques (Affymetrix Mice Exon 1.0 ST Array) sont réalisées sur des cerveaux
de souriceaux ageés de 15 jours exposés en périnatal au GLA.

Afin d’étudier plus en détail les problémes liés a la migration des neuroblastes,
nous nous sommes concentrés sur les voies de signalisation impliquées dans la
migration et dans le remodelage du cytosquelette. Grace a la base de données GSEA
nous avons trouvé 494 genes impliqués dans la structure, la biogenese, la régulation
et l'organisation du cytosquelette. De maniére générale, 371 geénes sont
significativement dérégulés chez les GLAO.2 et/ou GLA1 par comparaison au groupe
CTL. Parmi ces 371 genes, 122 génes (24,7 %) présentent une dérégulation de plus
de 20% (1.2 FC) (tableau 6). Pour étre plus précis, 60 génes sont dérégulés entre
GLAO.2 et CTL (10 génes sont surexprimés et 50 sous-exprimés) tandis que 73 génes
sont dérégulés entre GLA1 et CTL (37 genes sont surexprimés et 36 sous-exprimes).
Seuls 11 genes sont dérégulés en commun a GLAO.2 et GLA1 (tableau 6, lignes
grises), avec, sauf pour 1 géne, des sens de variation entre GLAO.2 et GLA1
différents. Ces résultats montrent un effet de I'exposition au GLA sur le nhombre de
genes déregulé impliqués dans la régulation du cytosquelette, mais aussi un caractére
spécifique de ces dérégulations puisque, in fine, seul 1 géne est commun (Fscn1) en
dérégulation et en sens de variations. Le traitement au GLA a donc un impact fort sur
les voies d'expression du cytosquelette.
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Tableau 5 : Liste des genes dérégulés chez les GLAO.2 et GLA1 par rapport aux CTL

FC Log FC FC Log FC
Transcripts | ((GLAO. | (|JGLAO. | (IGLA | (JGLA1 ap s
Cluster Id 2] vs 2l vs 1] vs vs Gene Descritpion Gene Symbol
[CTL]) | [CTL]) | [CTL]) | [CTL])
6839743 -1,20 0,27 1,06 0,09 v-crk sarcoma virus C TIO. Crkl
oncogene homolog (avian)-like
6970635 -1,20 0,27 -1,01 -0,02 related RAS viral (r-ras) Rras2
oncogene homolog 2
6791641 -1,62 -0,70 1,10 0,14 glial fibrillary acidic protein Gfap
6905321 -1,59 -0,66 1,10 0,14 proﬁlin 2 Pfn2
964244 s 054 L1 ots mltogen-actlvatgd protein kinase Mapks
6942751 1,44 -0,52 -1,18 0,23 guanine m_lcleotlde binding Gnal2
protein, alpha 12
6771558 1,43 0,51 1,13 0,17 dynactin 2 Dctn2
6819974 -1,42 -0,51 -1,07 -0.10 | neurofilament, light polypeptide Nefl
6787176 1,42 -0,50 1,01 0,02 nucleophosmin 1 Npml
6985399 141 -0,50 1,13 0,18 breast cancer anti-estrogen Bearl
resistance 1
042654 40 048 o 018 platelet derived growth factor, Pdgfa
alpha
6970139 1,38 -0,47 1,05 0,07 ‘ E_ P-rlbolsylatlon factor Arfip2
interacting protein 2 ’
6871078 1,35 0,43 1,13 0,17 kinesin light chain 2 Klc2
929817 13 043 o 015 fibroblast growt’;l factor receptor Fofi3
6795784 1,33 -0,41 -1,04 -0,05 AL P-rlbosylatlon factor 6 | Arf6|Gm9887
predicted gene 9887
ras homolog gene family,
6941780 -1,33 -0,41 1,04 0,06 member f \ transmembrane Rhof|Tmem120b
protein 120B
6789344 133 041 407 | -010 fibroblast growth factor 11 | Fafl1|Speml
sperm maturation 1
6804486 1,32 -0,41 -1,07 -0,10 guanosine dllpholsphat.e (GDP) Gdi2
dissociation inhibitor 2
837144 130 038 106 0,08 platelet derived groyvth factor, B Pdgfb
polypeptide
6850749 -130 -0.37 L15 0.20 tubulin-specific chaperone C Thee
6876380 1,29 0,37 -1,01 -0,01 Gelsolin Gsn
internexin neuronal intermediate
6870125 -1,29 0,37 -1,02 0,03 filament protein, alpha | 5'- Ina|Nt5c2
nucleotidase, cytosolic 11
6918036 1,29 -0,37 L1 0,16 capping protein (_actm filament) Capzb
muscle Z-line, beta
838136 27 034 o4 006 twinfilin, actin-binding protem, Tt
homolog 1 (Drosophila) '
6965786 1,27 -0,34 1,01 0,01 MAP/ mlcrgtubqle affinity- Mark4
regulating kinase 4
6848568 41,27 -0,34 1,09 0,12 Ezrin Ezr
6782572 1,26 -0,34 -1,04 -0,05 G pro_teln-cgupled receptor Gitl
kinase-interactor 1
6984416 1,26 -0,33 1,16 021 I_1ud1x (nu_cleomde dlphosphate Nudt21
linked moiety X)-type motif 21
6838392 1,25 -0,32 1,13 0,17 Rho family GTPase 1 Rndl
6791204 -1,25 0,32 -1,05 -0,07 SRC kinase signaling inhibitor 1 Srcinl
6784244 -1,25 0,32 L15 0,20 tubulin, gamma 1 | tubulin, Tubgl|Tubg?

gamma 2
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6790585 -1,24 -0,31 1,04 0,05 dynein light chain LC8-type 2 Dynli2
RAS-related C3 botulinum
6942909 -1,24 -0,31 -L13 -0.17 | substrate 1 | diacylglycerol lipase, Racl|Daglb
beta
sirtuin 2 (silent mating type
6959452 -1,23 -0.30 -1,09 0,12 information regulation 2, Sirt2
homolog) 2 (S. cerevisiae)
6781456 1,22 -0,29 -1,07 -0,10 lethal giant larvae_ homolog 1 Ligl!
(Drosophila)
nucleotide binding protein 1 |
6843886 122 0,29 1,04 0,06 family with sequence similarity Nubpl|Fami8a
18, member A
6881787 41,22 0,29 -1,03 0,04 destrin Dstn
6774794 -1,21 -0,28 1,13 0,17 cyclin-dependent kinase 1 Cdkl
6942379 -1,21 -0,27 1,05 0,07 LIM-domain contaming, protein Limkl
kinase
6933073 1,21 027 -1,16 0,22 polycystic kidney disease 2 Phd2
6897556 121 027 108 ol transient receptoy potential cation Trped
channel, subfamily C, member 4
6899092 1,21 0,28 1,00 0,01 IQ motl_f containing .GTPase Iqgap3
activating protein 3
6811117 1,22 028 1,03 0,04 tubulin-specific chaperone E Thee
7013165 1,24 031 1,20 0,26 fibroblast growth factor 16 Fgfl6
6877080 1,26 0,33 -1,19 -0,25 Rapl interacting factor ,1 RifI|Neb
homolog (yeast) | nebulin
6919300 1,27 0,34 1,03 0,04 Moloney sarcoma oncogene Mos
7019970 1,28 036 -L19 -0,25 doublecortin Dex
6783259 1,29 0,36 1,08 0,11 tubulin, delta 1 Tubdl
7011964 1,35 0,43 1,03 0,04 arginine Vasopr§551g I‘CCCptOI: 2 | Avpr2|Arhgap4
Rho GTPase activating protein 4
6778528 -120 -0,27 1,28 0,36 YKT6 homolog (S. Cerevisiae) Ykt6
949084 o1 028 L4 0% actin related prote{n 2/3 complex, Arped
subunit 4
6790294 -1,23 -0,30 132 0,40 chemokine (C-C motif) ligand 3 Cel3
6934150 s 030 138 04 | ACtin related protein 2/3 complex, Arpe3
subunit 3
6882627 -126 -0,34 1,48 0,56 myosin, light polypeptide 9, Myl9
regulatory
6879087 -129 -0,36 1,20 027 | cholinergic receptor, muscarinic 4 Chrm4
fascin homolog 1, actin bundling
6935370 -129 -037 -120 -0,26 protein (Strongylocentrotus Fscnl
purpuratus)
6894640 -1,30 -0,38 1,36 044 myosin, light polypeptide 9, Myl9
regulatory
6789444 131 0,39 139 047 profilin 1 Pfnl
6957763 -1,34 -0,43 1,45 0,53 Rho, GDP dissociation inhibitor Arhgdib
(GDI) beta
6864837 -1,53 -0,62 125 0.32 fibroblast growth factor 1 Fegfl
6969916 -1,00 0,00 -1,20 -0,26 myclear mitotic apparatus protein Numal
6884986 1,00 0,00 -1,24 -0,31 nebulette Nebl
6748525 106 0,08 157 | 06 dystonin | RIKEN cDNA Dst|D630036G22Rik
D630036G22 gene
6928487 1,06 0,09 1,42 -0,50 A kinase (PF ‘K’_ \) anchor protein Akap9
(yotiao) 9
6859935 1,13 0,17 -1,40 -0,49 adenomatosis polyposis coli Apc
6928889 1,14 0,18 -1,40 -0,48 piccolo (presynaptic cytomatrix Pclo

protein)
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6768609 1,02 0,03 -1,39 -0,47 ankyrin 3, epithelial Ank3
7616 L3 018 1 047 protein kinase, cGMP-dependent, Prigl
type 1
low density lipoprotein-related
6886244 1,16 021 -1,38 -0,47 protein 1B (deleted in tumors) | LrpIb|Ran
RAN, member RAS oncogene
family
7012305 1,17 0,23 -1,37 0,45 dystrophin, muscular dystrophy Dmd
6981190 -1,02 -0,02 -1,34 -0,43 hook homolog 3 (Drosophila) Hook3
6759621 -L11 -0,15 -133 -0,41 fibronectin 1 Fnl
6781941 -1,03 -0,05 -133 -0,41 myosin, heavy polypeptide 10, Myh10
non-muscle
6804898 1,17 0,23 -1,33 041 lysosomal trafficking regulator Lyst
6801500 1,16 0,21 -1,32 -0,40 ninein Nin
6787743 -1,05 -0,08 1,31 0,39 cytoplasmic FM.Rl interacting Cyfip2
protein 2
6903711 1,04 0,05 -1,31 -0.38 neuroligin 1 Nignl
6863301 115 0,20 -1,30 -0,38 Rho-z_ls_somated (;oﬂ@d-coﬂ Rockl
containing protein kinase 1
6828492 1,19 025 -1,29 -0,37 RPTOR independent companion Rictor
of MTOR, complex 2
6947558 1,17 0,22 -1,29 -0,37 Alstrom syndrome 1 homolog Alms]
(human)
CAP-GLY domain containing
6941813 -1,09 -0,12 41,27 -0,35 linker protein 1 \ hypothetical Clipl|LOC100503214
protein LOC100503214
amyloid beta (A4) precursor
6868728 -1,10 0,14 -1,27 -0,34 protein binding, family A, Apbal
member 1
6782776 1,12 0,16 -126 -0,33 neurofibromatosis 1 Nf1
sorbin and SH3 domain
975861 12 017 26 033 containing 2 | RIKEN cDNA Sorbs2|D330022K07Rik|LOC10050
D330022K07 gene | hypothetical 3324
LOC100503324
994954 07 010 2 0 Rho guanine nucleotide exchange Arhgef1?2
factor (GEF) 12
6836973 -1,08 -0,12 -125 -0,32 myosin, heavy polypeptide 9, Myh9
non-muscle
6975701 1,06 0,08 1,25 -0.32 pericentriolar material 1 Peml
6969903 L02 003 123 030 nuclear mitotic apparatus protein Numal
6951276 1,06 0,08 1,22 -0,29 bicaudal D homolog ! Bicdl
(Drosophila)
875772 7 o . 029 ATP-binding cassette, sub-family Abea2
A (ABC1), member 2
6795451 1,09 0,13 -1,22 -0,29 pinin Pnn
6857810 1,04 0,05 1,21 0,27 leucme-rlch_ P.PR'mOtlf Lippre
containing
6796380 1,20 026 -1,20 0,27 actinin, alpha 1 | striamin Actn1|Strm
amyotrophic lateral sclerosis 2
(juvenile) homolog (human) |
6758995 1,07 0,10 -1,20 027 | membrane protein, palmitoylated Als2|Mpp4
4 (MAGUK p55 subfamily
member 4)
6876154 -1,05 -0,06 -1,20 -0,26 c-abl oncogene L non-receptor AblI
tyrosine kinase
6916557 -1,01 -0,01 1,21 027 IAP promoted placenta} gene | Ipp|Tmem69
transmembrane protein 69
6839552 -1,19 -0,25 1,21 028 nyclear distribution gene E Ndel

homolog 1 (A nidulans)
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WAS/WASL interacting protein

6887836 -1,03 -0,04 1,21 0,28 ! Wipfl
family, member 1 »
6880587 -1,17 -0,23 1,21 0,28 HAUS augmm-l_lke complex, Haus2
subunit 2
6843088 1,12 0,16 1,21 0,28 superoxide dismutase 1, soluble Sodl
6946800 LIt 0,15 1,21 0,28 superoxide dismutase 1, soluble Sodl
6986677 -1,16 -0,22 1,22 0,28 platelet-derived gr O.Wth factor, D Pdgfd
polypeptide
6776507 1,09 013 123 030 | RIKEN cDNA 4930430F08 gene 4930430F08Rik| Cep290
| centrosomal protein 290
6858126 -1,03 -0,05 1,23 0,30 karyopherin (importin) alpha 2 Kpna2
6769179 -L,19 0,25 1,24 031 calponin 2 Cnn2
7015993 L1 0,16 124 032 | ubiquitously expressed transcript Uxt
6899767 -1,05 -0,08 1,25 0,32 Integrin, alpha 10 | peroxisomal Itgal0|PexI1b
biogenesis factor 11 beta
6835329 1,13 0,18 1,26 0,33 actin-binding Rl_lO activating Abra
protein
6864748 1,06 0,08 1,26 033 | ubiquitously expressed transcript Uxt
6988603 -L14 -0,18 1,26 034 thymus cell antigen 1, theta Thyl
mitochondrial ribosomal protein
6998165 1,14 -0,19 1,27 0,35 S22 | capping protein (actin Mrps22|Capzal
filament) muscle Z-line, alpha 1
6960328 -1,19 -0,25 1,27 035 Harvey rat sarcoma oncogene, Rras
subgroup R
6839334 -L13 -0,18 128 036 nucleotide binding protein 1 Nubpl
6792994 -1,04 -0,06 129 036 profilin family, member 4 Ffnd
N(alpha)-acetyltransferase 10,
7017603 1,00 0,01 1,29 0,36 NatA Catalytlc subuthalpha NaalO|Arhgap4
acetyltransferase 10 | Rho
GTPase activating protein 4
6996448 -1,07 -0,09 1,29 0,37 tropomyosin 1, alpha Tpml
6921068 -1,08 -0,11 1,32 0,40 dynactlr_l 3| AT rich interactive Detn3|Arid3c
domain 3C (BRIGHT-like)
6785483 -1,17 -0,22 1,32 0,40 RAS-related C3 botulinum Rac3
substrate 3
ribonuclease, RNase A family 4 |
6818956 -1,15 0,21 1,33 0,42 angiogenin, ribonuclease, RNase Rnase4)Ang
A family, 5
myosin, light polypeptide 4 | lin-
6784526 1,06 0,08 135 043 52 homolog (C. elegans) | Myl4|Lin52|Gm7020
predicted gene 7020
6934584 -1,08 -0,11 1,40 048 RAN, member RAS oncogene Ran
family
6817978 -1,05 -0,07 1,42 051 troponin C, cardiac/slow skeletal Tnncl

* FC: Fold Change
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4) Discussion

a) Le glufosinate d’ammonium perturbe la migration des

neuroblastes

Le bon développement et la bonne fonctionnalité du cerveau des mammiféres
exigent une bonne migration des neurones a partir de leur site de neurogenése vers
leur destination finale dans le cerveau. La migration en chaine des neuroblastes a
travers le courant rostral (RMS) vers le bulbe olfactif est un systéme tres important,
car il se produit tout au long de la vie.

Au cours du développement du cerveau de souris, les deux modes de migration
radiales et tangentielles assurent la formation d'une architecture neuro-anatomique
bien définie du cerveau. Nous avons démontré ici que le glufosinate d’ammonium est
un facteur perturbant pour les activités migratoires neuronales dans le cerveau de
souris en développement. Dans notre modéle, il a ét¢ montré que la migration en
chaine des neuroblastes de la SVZ vers le bulbe olfactif le long du RMS est perturbée
dans le cerveau de souris exposées en périnatal, menant a une accumulation de
cellules ectopiques dans la SVZ. Une activité apoptotique élevée a été observée
seulement dans la SVZ mais pas ailleurs dans le cerveau. En outre, nous avons
également observé une altération de formation des chaines de neuroblastes ex vivo

sur Matrigel®.

Plusieurs études épidémiologiques et cliniques suggeérent que les pesticides
causent des pathologies neurologiques dans plusieurs especes animales et chez les
Hommes (Costa, 2015; Yu et al., 2015; Zhang et al.,, 2015). Le GLA induit des
complications neurologiques caractérisées par des pertes de conscience, des
convulsions, ou des troubles de mémoire chez les patients I'ayant ingurgité (Park et
al., 2006). L'exposition au glufosinate d'ammonium induit des déficits neurochimiques,
neurophysiologiques et neurocomportementaux chez les rongeurs (Jeong et al., 2015;
Lantz et al., 2014; Meme et al., 2009; Calas et al., 2008). Dans I'ensemble, ces études

suggérent que le GLA possede un potentiel neurotoxique significatif.

Dans notre étude, nous avons montré que l'exposition périnatale au GLA a
provoqueé une diminution de la neurogenése, une augmentation de mort cellulaire au

niveau de la SVZ et une augmentation de la survie cellulaire et par conséquent une
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diminution de I'apoptose dans les bulbes olfactifs. Ces résultats observés dans la
présente étude sont peut étre le résultat des défauts de migration des neuroblastes
qui provoquent une accumulation de ces cellules et une migration ectopique au niveau
de la SVZ. Des résultats similaires sont observés par Alberti et ses collaborateurs dans
un modéle murin avec des perturbations de la migration des neuroblastes (Alberti et
al., 2005).

L’augmentation de la survie neuronale dans les bulbes des souris exposées en
périnatal au glufosinate d’ammonium est due a un défaut de migration et un retard
d’arrivée des neuroblastes dans les BO. Des études menées par Sui Y. et ses
collaborateurs ont démontré que la réduction de la prolifération dans la SVZ et de la
migration des neuroblastes augmente prés de 82 % la survie de ces derniers dans les
BO (Sui et al.,, 2012). Les mémes résultats sont observés dans notre modéle

expérimental.

Nos résultats indiquent une régulation de la neurogenése dans le systeme
olfactif, de telle sorte que la population neuronale dans les BO soit maintenue a un
niveau stable malgré la réduction du nombre des cellules en prolifération dans la SVZ
et de cellules en migration qui arrivent dans les BO.

Nos résultats sont en contraste avec les études précédentes qui utilisaient des
agents qui provoquent la suppression permanente et souvent compléte de la
prolifération dans la SVZ. En effet, Imayoshi et ses collégues ont observé une
diminution progressive des cellules granulaires dans les BO, 3-12 semaines suivant
I'ablation génétique des neuroblastes nouvellement formés chez la souris adulte
(Imayoshi et al., 2008). D'autres études de la neurogenese bulbaire utilisant I'agent
antimitotique cytosine-B-D-arabinofuranoside (Ara-C) et des irradiations par des
rayons X ou des rayons gamma pour restreindre la prolifération dans la SVZ (Breton-
Provencher et al., 2009; Panagiotakos et al., 2007; Tada et al., 1999), montrent une
réduction quasi compléte des neuroblastes aprés une perfusion de I'Ara-C (Breton-
Provencher et al., 2009), une réduction de pres de 70 % de ces cellules, 7 mois apres
I'irradiation gamma (Lazarini et al., 2009). En conséquence, la survie prolongée des
neuroblastes aprés une suppression partielle de la prolifération dans la SVZ ou suite
a un défaut de migration peut ne pas étre en mesure de maintenir un nombre normal

de cellules dans les BO dans le long terme, et cela pourrait se manifester sur une
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période de temps plus longue, par une réduction du nombre de neuroblastes dans le

courant rostral et du nombre des interneurones matures dans les BO.

b) Le glufosinate d’ammonium perturbe la formation des

chaines de neuroblastes

La migration des neuroblastes le long du courant rostral est la plus longue
distance de migration cellulaire dans le cerveau postnatal. Le courant rostral est formé
par les neuroblastes originaires de la SVZ, l'une des principales niches de
neurogenése. Cette migration est essentielle pour la bonne intégration des nouveaux
neurones dans le réseau synaptique et pour la régulation de la plasticité synaptique et
la mémoire olfactive. Les neuroblastes glissent le long du courant rostral les uns sur
les autres en formant des chaines, et sont progressivement enfermés par un tunnel
astrocytaire, tout en gardant un contact étroit avec les vaisseaux sanguins

environnants.

L’aspect des cellules en migration sous forme de chaines, nécessite certaines
conditions. Ainsi, la morphologie bidirectionnelle des neuroblastes pourrait étre
cruciale pour l'orientation et la qualité de la migration (Davy and Robbins, 2000;
Koshida, 2005). Méme si nos expériences sont faites ex vivo, les neuroblastes ont une
capacité intrinséque a migrer sur le Matrigel®, comme en témoigne leur comportement
migratoire observé dans nos expériences. Une réorganisation du centrosome et de
'appareil de Golgi est nécessaire pour initier la migration. Si l'on compare la
morphologie des neuroblastes qui ont été en contact avec le glufosinate avec les
données de la littérature concernant leurs caractéristiques de maturation, il semblerait
gu'ils soient bloqués dans le stade correspondant a ce qui est décrit comme étant la
phase intermédiaire (Ghashghaei et al., 2007). En effet, leur morphologie trés
arborisée avec des prolongements longs ressemble a ce stade de maturation. Le fait
que l'exposition au glufosinate affecte I'expression de génes impliqués dans la
dynamique du cytosquelette (Kif, Rho, ...), pourrait conduire a la perturbation de cette
réorganisation. Par ailleurs, la formation des chaines est fortement associée aux
interactions entre cellules. La encore, nos observations in vivo et ex vivo semblent
conforter I'idée que les modifications transcriptomiques de génes impliqués dans ces
interactions cellule-cellule affectent bel et bien leurs capacités de regroupement et de

migration coordonnées.
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Ces différentes altérations peuvent expliquer en partie les défauts observés
dans la migration des neuroblastes et la formation des chaines. |l nous parait évident

que le GLA perturbe les voies qui régulent ces mécanismes.

c¢) L’augmentation de la Reelin dans les bulbes, un systéme de

compensation?

Dans notre modéle expérimental, nous avons observé une augmentation du
nombre de cellules Reelin+ au niveau des couches de cellules mitrales au niveau des
bulbes olfactifs. La Reelin est essentielle pour le développement neurologique et
notamment pour la migration neuronale. Elle agit a différents endroits du cerveau. Elle
régule [l'orientation cellulaire des neurones et régule plusieurs aspects du
développement et de la migration telle que la translocation terminale des neuroblastes
au niveau des bulbes et |'activation de plusieurs molécules d'adhésion régulées par la
signalisation Dab1 (Jossin and Cooper, 2011). La Reelin est une molécule
chémoattractante et induit également le détachement des neuroblastes pour sortir du
RMS et entamer une migration radiaire dans les BO (Simo et al., 2007).

L’ajout de cette protéine dans une culture de neuroblastes in vitro empéche la
formation de chaines de ces derniers et une perturbation au niveau de cette protéine
(chez la souris reeler par exemple) induit des accumulations ectopiques des
neuroblastes et un défaut de passage de la migration tangentielle a la migration
radiaire (Sun et al., 2010).

L’augmentation du nombre de cellules Reelin+ dans les bulbes olfactifs des
souris exposées au glufosinate d’ammonium pourrait étre un mécanisme de
compensation pour pallier le retard de migration et d’arrivée des neuroblastes dans les
bulbes olfactifs. Cette augmentation interviendrait aussi dans le but d’augmenter les
transmissions glutamatergiques pouvant étre perturbées par le pesticide qui est, pour
rappel, un analogue du glutamate. En effet, plusieurs études ont montré que la Reelin
augmente la transmission glutamatergique in vivo (Teixeira et al., 2011) surtout
pendant le développement (Chen et al., 2005; Groc et al., 2007; Herz and Chen, 2006;
Qiu et al., 2006).

78



d) Le glufosinate d’ammonium et le glutamate

Le GLA appartient au groupe des pesticides organophosphorés, mais
contrairement a la plupart de ces composés son mécanisme d'action n’est pas
I'inhibition de I'acétylcholinestérase, mais plutét de la glutamine synthétase (Hack et
al., 1994). En outre, le GLA est un analogue structurel d’'un neurotransmetteur, le
glutamate. Par conséquent, il peut affecter certains des processus dans le systéme
nerveux en développement qui impliquent normalement le glutamate. Cela est d'autant
plus vrai que le GLA administré a la mere a été détecté chez le foetus, indiquant qu'il
traverse la barriere placentaire (KEMI, 2002). Par conséquent, le glufosinate
d’ammonium peut avoir des effets directs et/ou indirects. Le glutamate est le principal
neurotransmetteur excitateur et son activité module de nombreux procédeés, y compris
le développement et la morphologie neuronale, la croissance de dendrites, la
différenciation synaptique et I'activité spontanée, par son action sur les récepteurs au
glutamate. Il a déja été décrit récemment que le GLA est capable de se lier directement
sur les récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate) in vitro et d’augmenter l'activité
neuronale (Lantz et al., 2014). Plusieurs études ont déja montré que le GLA peut agir
par l'intermédiaire des récepteurs NMDA pour induire des pathologies cérébrales telles
que des crises d'épilepsie (Lapouble et al., 2002; Matsumura et al., 2001).

En outre, les effets néfastes d'une exposition périnatale au GLA sur le
développement du systéme glutamatergique n’est pas connue, une seule étude a
abordé ce point dans le passé par I'évaluation de I'effet de I'exposition précoce au GLA
sur les récepteurs de I'acide kainique dans le SNC de la progéniture (Fuijii, 1997). Leurs
résultats suggerent que I'exposition aux GLA, méme a faibles doses, pendant la
période infantile chez le rat induit des altérations dans les récepteurs de l'acide
kainique dans le cerveau (Fujii, 1997). Nous avons montré dans cette étude que le
géne GRIN2B (codant pour la sous-unité NR2B du récepteur NMDA) est régulé a la
baisse dans le cerveau de souris GLA1, ce qui suggére que le pesticide est capable
de perturber la neurotransmission glutamatergique dans le cerveau en
développement. Fait intéressant, de nombreuses études ont rapporté des mutations
rares dans le géne GRIN2B chez les individus atteints d'autisme. Par exemple, Myers
et al., ont trouvé des mutations dans GRIN2B a la fois dans des cas d’autisme et de
schizophrénie (Myers et al., 2011), Talkowski et ses collaborateurs, ont trouvé deux
CNV impliquant GRIN2B chez des patients avec des troubles du spectre autistique
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(Talkowski et al., 2012). Plus récemment, Freunscht et ses collaborateurs, ont observé
un lien étroit entre une déficience intellectuelle et des mutations GRIN2B (Freunscht
et al., 2013).

e) Le glufosinate d’ammonium et les perturbations

transcriptomiques

L'identification des voies de signalisation spécifique a la migration des
neuroblastes qui seraient perturbées par I'exposition au GLA n’est pas une tache
facile. Les différents mécanismes de la migration sont trés bien décrits dans divers
types cellulaires (Gong, 2014; Hippenmeyer, 2014; Kuriyama and Mayor, 2008; Kwan
et al., 2012; Lauffenburger and Horwitz, 1996; Mayor and Theveneau, 2014).

Les travaux de Young ont permis de déterminer un ensemble de différentes
molécules impliquées et/ou régulant la migration neuroblastique. Le tableau 7 résume

un certain nombre d’entre elles (Young et al., 2011).

Tableau 6 : Molécules régulant la migration neuroblastique

Families of molecules Constitutive SVZ-RMS-0B niigration

BDNF/TrkB -+
GDNF /GFR#«1
VECF/VECFR-1,2
ProK2/ProKR2
Netrin-1

Anosmin-1

HGF/Met
SHH /Patched

b

Chemoattractant
(ligand /receptor)

?
?
?

Chemorepellant(ligand /receptor)

Slit1,2/Robo2,3

Signaling Ephrin-B2/EphB2 #—
(ligand/receptor) Reelin/ disabled ¢
Neuregulin/EbBs
EGF /ErbB1 -
FGEF2/FGFRI1
NPY/Y1
Adhesion NCAM/NCAM
(ECM or PSA-NCAM
homatypic) x6fi1 Integrin/Laminin
Tenascin
Connexins 43 & 45
Matrix metaloproteinases ? A
Neurotransmitters GABA
Glutamate _-—
Cytoskeletal Proteins Dex

Les fleches rouges indiquent les protéines dont l'expression transcriptomique cérébrale a P15 a été

significativement altérée chez les animaux exposes durant la période périnatale
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L’étude transcriptomique réalisée au laboratoire a mis en évidence des
dérégulations significatives de I'expression de nombreux génes impliqués dans
diverses voies, et en particulier toute une série de génes impliqués dans la migration
des neuroblastes, leur maturation, et/ou dans le fonctionnement et la structure de
synapses.

Ces données ont montré, par exemple, des dérégulations d’expression des
protéines NCAMs qui sont responsables de I'adhésion et des interactions avec la
matrice extracellulaire. D’autres protéines impliquées dans le méme mécanisme
comme les tenascines, la neurexine, I'astrotactine sont aussi affectées par cette baisse
d’expression. On peut aussi noter que I'exposition au glufosinate perturbe I'expression
de certains génes impliqués dans la migration et dans le guidage comme les
récepteurs aux ephrines, le facteur Rho-A, qui est un facteur clé dans la régulation de
polymérisation et dépolymérision d’actine et donc dans I'orientation de la migration.
L’expression d’autres protéines qui sont aussi impliquées dans la migration
neuroblastique baisse significativement apres I'exposition au glufosinate comme les

protéines Kif, neurofascine et les semaphorines.

Aprés une analyse détaillée des différents génes dérégulés et leurs implications
dans les différentes voies de signalisation, nous avons pu constater que certains
génes couramment dérégulés revétent une importance cruciale (figure 15). Parmi les
11 génes dérégulés en commun, on note la dérégulation du complexe ARP (Arpc3 et
Arpc4) impliqué dans la croissance des filaments d'actine permettant I'allongement
rapide de ces filaments (Alberts B. et al., 2002). On note aussi la dérégulation
d’expression d’autres protéines comme PFN (Pfn1, Fscn1) intervenant dans la
migration et la prolifération des cellules non musculaires (Wang et al., 2014), MLC
(My19) régulant la contraction du cytosquelette, GF (FGF1) qui réglemente
I'organisation du cytosquelette et la contraction du collagéne (Ding et al., 2000),
GPCR/chimiokine (Chrm4 et CCI3) qui intervient dans le chimiotactisme de la
migration des cellules et les mouvements d’actine et du cytosquelette (Yan and Jin,
2012), le systtme de Rac/Ras (ARHGDIB) qui contréle la polymérisation et
dépolymérisation du cytosquelette d'actine en réponse a des signaux extracellulaires
(Ory et al., 2000). Cependant, les variations d’expression de ces genes sont différentes

dans les deux groupes traités au GLA ; 10 génes sur 11 étaient sous-exprimés chez
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les GLAO.2 et surexprimés chez les GLA1, alors que seulement 1 géne (Fscn1) était

sous-exprimé dans les deux conditions.

Ces données soulignent I'effet du GLA sur le cytosquelette, et cela conduit a
des dérégulations spécifiques avec seulement quelques génes dérégulés en commun.
Les résultats globaux renforcent nos données obtenues sur les cultures ex vivo
montrant des morphologies différentes des chaines de neuroblastes avec GLAO.2 ou
GLA1 (figure 15). En effet, on pourrait poser I'hypothése sur les morphologies
anormales des chaines de neuroblastes, avec la formation d’agrégats chez les GLAO.2
et les ramifications ainsi que les longues extensions du céne de croissance chez les
GLA1, pourraient étre dues a la différence du profil d'expression observé entre les
GLAO.2 et GLAA1.
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Figure 16 : Voies de signalisation impliquant le remodelage du cytosquelette
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Dans ce schéma, on note un nombre important de génes dérégulés qui sont impliqués dans la migration cellulaire
et de la dynamique du cytosquelette suite a l'exposition périnatale au glufosinate d’ammonium. Ces
dérégulations peuvent engendrer des problémes au niveau de la migration cellulaire et d’adhésion et méme du
transport vésiculaire dans la cellule. En vert : les protéines dont I'expression est dérégulée chez les GLAO.2. En
rouge : les protéines dont 'expression est dérégulée chez les GLA1. En jaune : les protéines dont 'expression
est dérégulée dans les deux groupes GLAO.2 et GLA1. Figure réalisée par S. Mortaud.
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Le Glufosinate d’ammonium et le

cytosquelette
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Le Glufosinate d’ammonium et le cytosquelette
1) Introduction

Le glutamate est un acide aminé présent dans presque toutes les protéines
dans les principaux organes comme les muscles, le cerveau, les reins et le foie. Il joue
un réle essentiel dans le bon fonctionnement de nombreux organes y compris le
cerveau. Le glutamate intervient dans de nombreux processus et métabolismes
comme la neurotransmission, la migration cellulaire mais aussi dans la structure du
cytosquelette. Au niveau de ce dernier, le glutamate entre dans le phénoméne de
polyglutamylation qui consiste a ajouter des résidus de glutamate sur les microtubules
de la tubuline.

La polyglutamylation (polyE) est essentielle pour la stabilisation du
cytosquelette et intervient notamment dans la division, la migration et la différenciation
cellulaire. Ce phénomeéne est un phénoméne réversible, et toute perturbation de ce
systéme peut avoir des conséquences sur la prolifération, le mouvement cellulaire ou

sur la maturation. La polyE de la tubuline peut donc étre une cible possible du GLA.

Le GLA, étant un analogue structural du glutamate, peut donc interférer dans la
polyglutamylation, soit en interagissant avec les chaines de glutamate sur la tubuline
et bloquer ainsi le processus dynamique et réversible de la polyglutamylation, soit en
interagissant avec les enzymes responsables de la polyglutamylation qui utilisent le
glutamate comme substrat (Tubulin Tyrosine Ligase-Like ou TTLL) ou avec les
enzymes responsables de la déglutamylation (Cytosolic Carboxy Peptidases ou CCP).

Nous avons déja démontré que I'exposition a faibles doses du GLA chez la
souris induit des altérations dans la migration des neuroblastes de la SVZ vers les BO
avec une altération de la prolifération au niveau de cette zone. L’étude
transcriptomique nous a permis de mettre en évidence une dérégulation de
I'expression d’'un certain nombre de génes qui sont impliqués dans la dynamique du
cytosquelette et de la migration cellulaire (figure 16) et un de ces génes concerne le
complexe de polyE (figure 17).
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Figure 17 : Pourcentage de variation de
quelques génes qui sont impliqués dans
l'organisation du cytosquelette

% variation

On note que lexpression du complexe

tubuline polyE qui utilise directement le
glutamate est dérégulée. Les barres noires
représentent des génes qui sont surexprimeés,
et les barres grises représentent des genes

qui sont sous-exprimeés.

Pour étudier plus en détail I'implication du GLA dans les phénoménes de polyE,
nous avons choisi de travailler sur un modéle cellulaire in vitro (lignée cellulaire C6 de
rat). Le choix de ce modele est plus particuliérement intéressant, car ce sont des
cellules avec un fort pouvoir prolifératif, qui sont capables de se différencier en
neurone-like avec des pseudos dendrites qui sont fortement polyglutamylées. Par
conséquent, notre objectif général était d'étudier la cytotoxicité du GLA et ses effets

sur le réseau du cytosquelette et d'élucider ses mécanismes d'actions.
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2) Matériel et méthodes

a) Culture cellulaire et traitement

Les cellules C6 sont des cellules de glioblastome de rat (LGC Promochem,
Molseim, France) ont été incubées avec du milieu Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) (GIBCO) complémenté de 1 g/l de glucose, 10 % de SVF, (GIBCO), 0.5 mM
de L-glutamine (GIBCO) et des antibiotiques (Pénicilline/Streptomycine, GIBCO) dans
un incubateur a 37 °C, en atmosphére humide contenant 5 % de CO:2 (RS Biotech
1 000 mg de glucose (Sigma). Les cellules sont repiquées 2 fois par semaine apres
avoir atteint 90-95% de confluence. Les cellules sont lavées deux fois avec une
solution de Hanks (GIBCO) et ont été détachées avec de la trypsine-EDTA (GIBCO),
puis centrifugées a 900 rpm/2 minutes a 4 °C. Le culot cellulaire a été remis en
suspension dans du DMEM complet et réensemencé a 50.103 cellules/ml.

Une préparation d’une solution mére a 1 M de GLA dans de 'eau est utilisée
pour les traitements des cultures a quatre concentrations différentes, 1, 3, 10 et
100 pM. Pour induire la différenciation des cellules C6, 2 mM de sodium butyrate (SB)

(sigma) sont ajoutés dans le milieu de culture.

b) Mesure de la Cytotoxicité (test MTT)

Les tests MTT ont été menés pour déterminer la cytotoxicité du GLA sur les
cellules C6. Les cellules ont été ensemencées dans des boites de culture 6 puits
(50 103 cellules/mL) dans du DMEM complet puis mises en culture pendant 48 heures
avec différentes concentrations de GLA ajouté aux cultures (CTL : O yum, GLA1 : 1 yM,
GLAS3 : 3 uM, GLA10 : 10 uM, et GLA100 : 100 uM). Pour déterminer la cytotoxicité du
GLA, le réactif MTT est utilisé. En bref, les cultures sont lavées avec du milieu de
Hanks et 962 uL de DMEM neuf et 192 pyL de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
diphenyltetrazolium bromide) ont été ajoutés dans chaque puits. L'incubation se fait a
37 °C pendant 4 heures. Aprés 962 pyL de solution de solubilisation (SDS sodium
dodecyl sulfate) ont été ajoutés dans chaque puits, une étape d'incubation a été
effectuée a 37°C pendant 1 heure. Les cellules ont été homogénéisées, centrifugées
(15000g/10minutes) puis la densité optique de chaque échantillon est mesurée par
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spectrophotomeétrie a 562 nm (CLARIOstar, BMG LABTECH). Les résultats des tests
MTT sont exprimés par pourcentage d’absorbance par rapport au CTL.

¢) Immunocytologie

Pour les marquages immunocytologiques, des cultures cellulaires sont
réalisées dans des boites de 24 puits sur des lamelles et traitées avec différentes
concentrations de GLA pendant 48 heures. Les cultures sont ensuite arrétées puis
lavées au TBS et fixées au PFA 4 %/10 minutes. Une fois fixées, les cultures cellulaires
sont rincées trois fois au TBS, ensuite les lamelles sont incubées avec une solution de
saturation qui contient 10 % de SVF, 1 % de BSA et 0,2 % de Triton X-100 pendant
20 minutes. Les lamelles sont ensuite incubées 1 heure avec les anticorps primaires
(IgG de lapin anti-tubuline, 1gG de souris anti-tubuline polyglutamylées) dilués au
1/1000°m¢ dans la solution de saturation. Aprés ringage au TBS, les lamelles sont
ensuite incubées 30 minutes, a I'abri de la lumiere, avec les anticorps secondaires
couplés au fluorochrome (anti-IgG de souris couplé avec I'Alexa Fluor 488 (Invitrogen)
dilués au 1/1000%™¢ et anti-IgG de lapin couplé avec le fluorochrome TRITC dilué au
1/100°m¢). Les lamelles sont rincées dans le TBS. Un marquage nucléaire est ensuite
effectué avec une solution de DAPI (Sigma) suivi d’'un lavage au TBS. Pour le montage
des coupes, un milieu de montage, le Fluoromount-G (SouthernBiotech), est employeé.

d) Semi quantification des taux protéiques

Des cultures cellulaires de C6 traitées ou non au GLA sont utilisées pour
I'extraction des protéines avec du tampon RIPA (10 mM TrisHCI, pH 7.6; 1 mM EDTA;
NaCl 0.15 mM; Igepal 1 %; SDS 0.2 %; supplémenté avec un cocktail d’'inhibiteurs de
protéase (Pierce)). Une centrifugation (15 000 g/ 30 minutes a 4 °C) est réalisée afin
d’éliminer les débris. La concentration protéique est déterminée avec le kit BCA protein
assay kit (Pierce). Des aliquots de protéines (15-30 pg) sont dénaturés a 95 °C
pendant 5 minutes avant d’étre déposés sur un gel SDS-page 12 %. Aprés une
migration électrophorétique (2 heures a 100 volts), un transfert en milieu semi-sec est
réalisé sur une membrane de nitrocellulose (5 mA/cm2 pendant 20 minutes). Les

membranes sont ensuite incubées dans une solution de blocage (lait 5 %, TBS-T

88



0.1 %) durant toute une nuit a 4 °C sous agitation. Les membranes sont ensuite
incubées dans la solution de saturation contenant I'anticorps primaire spécifique a la
protéine recherchée. Apres plusieurs lavages dans le tampon TBS-T les membranes
sont ensuite incubées avec l'anticorps secondaire adéquat couplé a une enzyme
peroxydase HRP. La révélation des protéines d'intérét est réalisée par
chimioluminescence a l'aide du kit de réactif ECL (Enhanced ChemiLuminescent,
Amersham). La révélation et la quantification des bandes immunoréactives sont
réalisées avec un imageur de Western Blot (Pxi imaging, Syngene). L'ensemble des
expériences ont été répliquées trois fois et les niveaux de protéines sont normalisés
par rapport a une protéine de références, la Glycéraldéhyde 3-phosphate
déshydrogénase (GAPDH).

e) Observations microscopiques

Les images ont été acquises sur un microscope a fluorescence (Leica
DM6000b) avec une caméra DFC310FX (Leica) et le logiciel Metamorph®. Pour
chaque section au moins une photographie de chaque structure a été réalisée. Les
images sont ensuite analysées plus en détails par le logiciel ImageJ® (NIH).

f) Analyses statistiques

Pour l'analyse statistique, les résultats sont présentés en moyenne * I'erreur
standard moyenne (SEM). Les données impliquant plus de deux groupes ont été
analysées par analyse de variance (P<0.05, ANOVA), les données ont été
rassemblées pour chaque groupe. Le test (t) de Student a été utilisé pour les
comparaisons impliquant deux groupes. La signification a été fixée a p <0,05.
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3) Résultats

a) Co-localisation de la tubuline polyE avec I'a-tubuline

Premiérement, nous avons cherché a valider notre modéle et confirmer la
présence de la polyglutamylation au niveau des microtubules de ces cellules. Un co-
marquage immunocytologique anti a-tubuline (rouge) et anti tubuline polyE (vert) nous
a permis de mettre en évidence la co-localisation de la tubuline polyE sur I'a-tubuline.
Les observations sont présentées dans la figure 18.

Figure 18 : Co-marquage a-tubuline et tubuline polyE

La photographie microscopique nous a permis de
mettre en évidence une co-localisation de Ia
tubuline polyE (vert) avec I’ a-tubuline (rouge). Les
noyaux sont colorés en bleu. Barre d’échelle

20um.

Tubuline-polyE

20 pm

b) Cytotoxicité du GLA

Le test de viabilité cellulaire ou de cytotoxicité est souvent utilisé pour
déterminer si des composés comme le GLA ont des effets cytotoxiques directs qui
conduisent a la mort cellulaire. L'intensité de coloration (relative a la quantité de
formazan formé) est représentative du nombre de cellules viables. L'ajout du GLA sur
48 heures dans les milieux de culture n’affecte pas la viabilité des cellules. En effet,
aucune différence significative n’est observée entre les différentes concentrations de
GLA. Les valeurs sontde : 99.9 £ 3.53 % ; 104.5 £ 10.7 % ; 103.1 £ 14.5 % et 84.2 £+
9.8 % pour les GLA1, GLA3, GLA10 et GLA100 respectivement (figure 19).
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Figure 19 : Test de cytotoxicité du GLA sur les cultures de cellules C6

50.10° cellules sont mises en culture avec différentes concentrations du GLA (OuM, 1uM, 3uM, 10uM et 100uM)
pendant 48h. La viabilité cellulaire est mesurée via le test MTT. Les résultats sont exprimés en pourcentage
d’absorbance par rapport au CTL. Les résultats montrent que le GLA n’est pas cytotoxique pour les C6 sur 48h.

Les résultats sont exprimés par la moyenne + SEM.

c) Difféerenciation des cellules C6 et polyglutamylation

Pour pousser les cellules C6 a se différencier en neurones-like, nous avons
utilisé le sodium butyrate (SB). Une fois les cellules différenciées, elles forment des
pseudos dendrites qui sont fortement polyglutamylées en raison de la stabilisation des
microtubules nécessaire a la différenciation cellulaire (figure 20a). Nous avons donc
mesuré la surface péri-centrique des cellules qui sont polyglutamylées a I'aide du
logiciel ImageJ®. Pour ce faire, nous avons soustrait le marquage a-tubuline du
marquage polyE puis la surface du marquage restante est mesurée, ensuite divisée
par le nombre de cellules. Le marquage polyE péri-centrique est fortement augmenté
aprés la différenciation (p= 0.014) (aprés ajout de SB) des cellules CTL (figure 20b).
En effet, la surface mesurée passe de 2.63 + 0.7 uym?cell avant ajout de SB a
59.3 + 13.18 um?/cell apres différenciation. La surface de polyglutamylation mesurée
et donc au nombre de cellules différenciées est inversement proportionnelle aux
concentrations GLA. En effet, les surfaces péri-cellulaires polyglutamylées mesurées
sont de 59.31 + 13.18 pm?%cell, 63.35 + 8.74 ym?/cell, 41.73 + 3.62 pm?/cell,
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37.07 £ 6.57 pym?/cell et 4.45 + 0.24 pym?/cell pour les CTL, GLA1, GLA3, GLA10 et
GLA100 respectivement (figure 20c).

CTL

CTL
+SB

a-tubuline

Tubuline polyE

Tubuline polyE

*k*x

)
604 | 60
o 407
£
=9
204 204
0 . T 1 T 0
& & )
«V' & i
& &

Figure 20 Effets de Ia
concentration du GLA sur la
différenciation et la
polyglutamylation des cellules C6

Les cellules C6 se différencient en
neurones-like grdce au Sodium
Butyrate en formant des pseudos
dendrites qui sont fortement
polyglutamylées. (A)
Immunocytologie de [la-tubuline
(rouge) et de la tubuline polyE
(vert), les noyaux sont colorés en
bleu. (B) Graphique représentant
le taux de polyglutamylation péri-
cellulaire  qui est fortement
augmenté aprés ajout du sodium
butyrate dans le milieu. (C) Le GLA
induit une baisse de la polyE péri-
cellulaire et un blocage de la
différenciation des cellules. Barre
d’échelle est de 50um. Les
résultats sont exprimés par la
moyenne + SEM. *: p<0.05; ***:

p<0.001.
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d) Effets du glufosinate d’ammonium sur la croissance des C6

Pour étudier les effets du glufosinate d’ammonium sur la prolifération cellulaire,
nous avons realisé des courbes de croissance sur huit jours avec différentes
concentrations de GLA dans les milieux de cultures (CTL : 0 pM, GLA1 : 1 uM, GLA3 :
3 UM, GLA10: 10 uM et GLA100 : 100 uM).

Les résultats ne montrent aucune différence significative entre la courbe CTL et
GLA1, en revanche, a partir de 3 yM de GLA, on a une baisse significative de
prolifération et un décrochement de la courbe de croissance a J5. Le glufosinate
d’ammonium perturbe donc la prolifération cellulaire a partir de 3 yM dans le milieu de

culture (figure 21).
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Figure 21 : Effets du GLA sur la croissance des cellules C6

La croissance cellulaire a été mesurée a partir de cultures cellulaires (50.10° cellule/ml & JO) par comptage
cellulaire apres coloration des noyaux au DAPI aprés 2 jours, 5 jours et 8 jours. Différentes concentrations de
GLA ont été ajoutées dans les milieux de cultures a JO (1uM, 3uM, 10uM et 100uM). Les résultats montrent un
effets dose du GLA avec une baisse de la prolifération cellulaire et un détachement de la courbe de croissance

des 3uM. Les résultats sont exprimés par la moyenne + SEM. ** : p<0.01 ; ***: p<0.001.
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e) Analyse semi-quantitative de la glutamine synthétase (GS)

Le glutamate est transformé en glutamine par la GS. Le GLA étant capable
d’inhiber la GS in vitro (Lapouble et al., 2002), les taux de protéine GS ont été analysés
par WB. Des études antérieures ont indiqué qu’un traitement avec le sodium butyrate
(SB) pendant 24 heures peut induire une augmentation de l'activité la GS qui
pourraient indiquer que les cellules sont en cours de différenciation (Sun et al., 1997).
Dans notre étude, le traitement avec le SB a duré 48 heures pour s’assurer que |'étape
de la différenciation des cellules se rapproche a son stade final. Aucune différence
significative des niveaux de quantité de la GS n’est détectée entre les deux contrbles
(avec et sans SB), mais une augmentation significative des niveaux de la GS a été
mesurée dans les échantillons traités au GLA (8,38 fois par rapport aux CTL+SB)
indiquant que cela est purement I'effet du pesticide et n’est pas une conséquence de
la différenciation induite par SB (figure 22). L'augmentation de la quantité de la GS
dans les cellules traitées au GLA peut étre due a une conséquence de l'inhibition de
I'activité de cette enzyme car les résultats préliminaires obtenus sur I'activité de la GS

ne montrent aucune différence.

GS (42K) i e
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Figure 22 : Effets du GLA (PPT) sur la quantité de GS dans les
cellules C6

Western Blot sur des extraits protéiques des cellules C6
traitées ou non pendant 48h avec du SB et au GLA a 10
UM. Pas de différence de quantité de GS entre CTL sans
SB et CTL avec SB, en revanche, on a une augmentation
significative de la quantité de la GS dans les échantillons
traités au GLA. Les résultats sont exprimés par la

moyenne + SEM. ** : p<0.01.

f) Analyse semi-quantitative des protéines impliquées dans le

cytosquelette

Plusieurs protéines pouvant avoir un réle important dans l'organisation du

cytosquelette ont été ciblées et leur quantité relative a été mesurée dans des extraits

protéiques cellulaires C6.
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Les microtubules-associated proteins-Il (MAP2) sont des protéines du
cytosquelette spécifiques des neurones, localisées plus particuliérement dans les
dendrites qui jouent un rdle dans la détermination et la stabilisation de la forme

dendritique des neurones au cours du développement (Malafronte et al., 2014).

Comme attendu, le niveau de MAP2 est 5,66 fois plus élevé dans les cellules
CTL différenciées par rapport aux CTL non différenciées a cause de son activité de
stabilisation des microtubules (figure 23). En revanche, on n’observe aucune
différence dans la quantitt de MAP2 dans les cellules exposées au glufosinate
d’ammonium ce qui suggeére que le traitement avec le pesticide ne perturbe pas la

fonction et la régulation de MAP2.
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L’analyse semi-quantitative d’autres protéines jouant un réle important dans la
forme, la motilité et I'adhésion cellulaires, n’a mis en évidence aucune perturbation
induite par I'exposition au GLA a 10 uM dans les cellules différenciées avec le SB. Le
tableau 8 résume les taux protéiques de différentes protéines impliquées dans la
polyglutamylation (TTLL1 et TTLLS5), I'enzyme qui fait la réaction inverse de la
glutamine synthétase (la Glutaminase ou GLS), et deux protéines du cytosquelette
(MARKS et B-caténine).
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Tableau 7 : Les taux protéiques de différents acteurs du cytosquelette

CTL non différenciées CTL différenciées GLA 10uM
GLS 0.70 £ 0.07 1.39 £ 0.39 0.72+0.13
TTLL1 2.03+0.04 0.02 £ 0.01 0.02 + 0.003
TTLLS 0.46 £ 0.013 0.16 £ 0.02 0.20 £ 0.03
MARKS 2.85+0.84 2.78+0.38 3.94+0.95
B-caténine 60.84 + 6.88 63.52+ 7.03 82.22+7.00

Puisque la polyglutamylation de la tubuline est fortement impliquée dans les
interactions du cytosquelette avec les autres partenaires comme les protéines MAP2,
une perturbation de la polyglutamylation peut altérer, non pas la quantité, mais la
localisation de ces protéines. Le marquage immunocytologique et les techniques de
microscopie a fluorescence ont été utilisés pour étudier la distribution subcellulaire de
la polyE, la MAP2 et la B-caténine dans les cellules différenciées en présence ou non
du pesticide. Les pseudos dendrites formées apres différenciation des cellules sont
fortement polyglutamylées et la protéine MAP2 est fortement présente aussi. On a
donc une parfaite co-localisation (figure 24a). L’ajout du GLA dans le milieu de culture

n’a pas altéré sa localisation dans la cellule.

La B-caténine est exprimée essentiellement dans le cone de croissance ou elle
est impliquée dans I'adhésion cellulaire et au niveau nucléaire ou elle joue un réle de
co-activateur transcriptionnel (Huber and Weis, 2001; Jamieson et al., 2012). Le
marquage par immunofluorescence nous a permis de mettre en évidence une
dérégulation de la localisation de la [(-caténine dans les cellules exposées au
pesticide. En effet, la B-caténine forme des amas protéiques au niveau des cones de
croissance des cellules et au niveau nucléaire, mais le signal de la B-caténine est trés

diffus, localisé differemment des CTL dans les cellules traitées au GLA (figure 24b).
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F'ubPolyE Merge

Figure 24 : Effets du GLA sur la localisation de MAP2 et 3-caténine dans les cellules C6

(A) Immunocytologie de la tubuline polyE (vert) et MAP2 (rouge), les noyaux sont colorés en bleu. On note une
co-localisation de MAP2 et de la tubuline polyE surtout au niveau des dendrites et aucune différence
morphologique n’est induite par le GLA. (B) Des amas de 3-caténine (rouge) sont localisés au niveau des cénes
de croissance des dendrites et dans le noyau des cellules CTL, en revanche, le GLA affecte la distribution de

cette protéine au sein de la cellule qui se retrouve diluée dans le cytoplasme.
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4) Discussion

Pour comprendre les effets du GLA sur un aspect fondamental qui est la
polyglutamylation de la tubuline, notre choix de modeéle s’est porté sur la lignée
cellulaire C6 (lignée cellulaire de glioblastome de rat) car ces derniéres ont un fort
pouvoir prolifératif. Elles peuvent se répliquer indéfiniment (auto-renouvellement), et
se différencier en neurone-like apres induction et présentent des prolongements
fortement polyglutamylés. Les cellules C6 semblent donc un modéle qui convient pour
étudier les potentiels effets du GLA sur la polyE du cytosquelette et ses conséquences
sur la prolifération et la différenciation de ces dernieres.

La migration cellulaire est déclenchée principalement par un certain nombre de
signaux. Lors de leur liaison a des récepteurs de surface cellulaire, ces signaux
stimulent des voies de signalisation intracellulaire qui régulent la réorganisation du
cytosquelette. Plusieurs protéines importantes intervenant dans les voies de
signalisation ont été identifiées comme étant surexprimées dans plusieurs types de
cancers (Tejada-Simon, 2015). Les microtubules sont des protéines du cytosquelette
multifonctionnelles impliquées dans de nombreux rdles cellulaires essentiels, y
compris le transport intracellulaire, la mitose et dans la formation de fuseau mitotique
afin d'assurer a la fois la ségrégation correcte des chromosomes et la division

cellulaire.

Des études précédentes ont démontré que le GLA inhibe in vitro I'activité de la
glutamine synthétase (Lapouble et al., 2002). Nos résultats montrent une
augmentation de la quantité de GS détectée par western blot dans les cellules traitées
au GLA. Cette augmentation semblerait étre un moyen de compensation pour palier
la baisse de 'activité de la GS. La GS ne semble pas étre la seule cible du GLA, nous
avons cherché d’autres systémes impliquant le glutamate. Toutefois, la similarité
structurale avec le glutamate implique que le systeme de polyglutamylation (PolyE) est
une cible potentielle pour le pesticide.

La polyglutamylation est une modification de la tubuline post-traductionnelle
commune dans les neurones et les cellules ciliées ou flagellées. La longueur des
chaines de glutamate sur les microtubules est essentielle pour réguler la liaison des

protéines associées aux microtubules (MAP) (Janke et al., 2008). Cette modification
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de la tubuline se produit également au cours de la prolifération des cellules ou elle est
associée a des centrioles et du fuseau mitotique.

Fait intéressant, l'activité¢ de la tubuline polyglutamylase dépend du cycle
cellulaire (pics d’activité en phase G2 du cycle cellulaire), tandis que les niveaux les
plus élevés de la polyE de la tubuline se trouvent pendant la mitose (Regnard et al.,
1999). Dans les cellules en mitose, I'activité de la tubuline polyglutamylase est faible
alors que le niveau de glutamylation est toujours élevé. Enfin, l'activité¢ de
polyglutamylase de la tubuline et le niveau de la tubuline polyE semblaient étre en
relation inverse. Ce paradoxe suggére une régulation complexe des polyglutamylases
et I'activité des déglutamylases.

La stabilité des microtubules et du centriole est due a une forte
polyglutamylation qui leur confére une stabilité a long terme. Elle est impliquée aussi
dans le contréle de l'association des MAP centrosomales spécifiques a la paroi
centriole (Bobinnec, 1998a). Brants et al ont montré que la surexpression de I'enzyme
tubuline tyrosine ligase-like 12 (TTLL 12) (une des enzymes responsable de la polyE)
peut retarder la progression du cycle cellulaire de phase G2 / M et de G1. C’est une
évidence que la polyglutamylation est nécessaire pour la liaison des dynéines aux
microtubules (Brants et al., 2012). Ces résultats sont en cohérence avec nos données
de prolifération, le GLA semble donc bloqué la croissance cellulaire, entre autre, via
les phénoménes de polyglutamylation.

En ce qui concerne nos données, il est possible que I'exposition in vitro au GLA
puisse avoir un impact sur le comportement des cellules par des modifications de
polyglutamylation. Nous avons montré une diminution de la prolifération des cellules
sans avoir d’effet cytotoxique ni sur la viabilité cellulaire. En paralléle, des marquages
immunocytologiques ont été réalisés sur ces cellules aprés l'induction de la
différenciation par le sodium butyrate. Le GLA induit une altération de la tubuline polyE
périphérique responsable dans la stabilisation des pseudo-dendrites qui se forment
lors de la différenciation.

Les effets du GLA a faibles doses pendant la période périnatale sont trés
néfastes sur la stabilité et le bon fonctionnement du cytosquelette surtout au niveau
de la polyglutamylation, ayant des conséquences sur la migration et la prolifération des

cellules notamment au niveau de la neurogenése bulbaire. A ce stade, nous nous
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sommes interrogés sur les conséquences de ces modifications cellulaires et

moléculaires induites par une exposition périnatale sur le comportement.
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Le Glufosinate d’ammonium et les

conséquences comportementales
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Le Glufosinate d’ammonium et les conséquences comportementales

1) Introduction

L’exposition des souris en périnatal au GLA a faibles doses (0.2 et 1 mg/kg/3
fois par semaine) a des effets délétéres sur le neurodéveloppement indésirables.
L'exposition précoce peut affaiblir la structure de base du développement du cerveau
et provoquer des changements permanents menant a un large éventail d'effets a long
terme sur la santé ainsi que sur le comportement. Dans cette étude, nous avons
démontré que cette exposition provoque des altérations neuroanatomiques et des
problémes de migration des neuroblastes de la SVZ vers les BO. Ici, nous avons, en
collaboration avec Anthony Laugeray, étudié les impacts développementaux et
comportementaux potentiels du GLA sur la progéniture pendant les premiers jours
aprés leur naissance et a I'age adulte. Dés la naissance, les souriceaux sont soumis
a une batterie de tests neurocomportementaux visant a étudier leur développement
sensori-moteur. Des mesures des vocalisations ultrasoniques, des réflexes de
redressement, de la marche, de la géotaxie, et de I'escalade verticale sont réalisées
du PND1 a PND14. A l'age adulte, les souris sont soumises a des tests
comportementaux pour évaluer leur réactivité émotionnelle par le test de la croix
surélevée et leur mémoire émotionnelle dans le test de sociabilité a trois chambres.
Les souris sont mises en interaction directe avec d’autres congénéres et dans le test
d’habituation/déshabituation olfactive pour évaluer leur sociabilité et leur préférence
pour les indices sociaux olfactifs.

Les résultats obtenus montrent des effets significatifs et déléteres de
I'exposition maternelle au GLA sur le développement des premiers réflexes sensori-
moteurs, de la vocalisation ultrasonique dans les premiers jours de développement et
des altérations des comportements affiliatifs et olfactifs a I'age adulte. La réactivité
emotionnelle et la mémoire émotionnelle sont restées inchangées. Ces altérations
comportementales ont montré une ressemblance avec Iles altérations
comportementales observées dans des modéles animaux des troubles du spectre

autistique.

L’intégralité de ces résultats ont fait objet d’'une publication dans Frontiers in
Behavioral Neuroscience en 2014, et sont présentés ci-dessous.
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2) Article: Pre- and postnatal exposure to low dose glufosinate

ammonium induces autism-like phenotypes in mice.

Anthony Laugeray', Ameziane Herzine'!, Olivier Perche'?, Betty Hébert!, Marine
Aguillon-Naury3, Olivier Richard’3, Arnaud Menuet'3, Séverine Mazaud-Guittot?,
Laurianne Lesné*, Sylvain Briault’?, Bernard Jegou*, Jacques Pichon'?, Céline
Montécot-Dubourg? and Stéphane Mortaud?.
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Glufosinate ammonium (GLA) is one of the most widely used herbicides in agriculture.
As is the case for most pesticides, potential adverse effects of GLA have not been stud-
ied from the perspective of developmental neurotoxicity. Early pesticides exposure may
weaken the basic structure of the developing brain and cause permanent changes lead-
ing to a wide range of lifelong effects on health and/or behavior. Here, we addressed the
developmental impact of GLA by exposing female mice to low dose GLA during both pre-
and postnatal periods and analyzed potential developmental and behavioral changes of
the offspring during infancy and adulthood. A neurobehavioral test battery revealed signif-
icant effects of GLA maternal exposure on early reflex development, pup communication,
affiliative behaviors, and preference for social olfactory cues, but emotional reactivity and
emotional memory remained unaltered. These behavioral alterations showed a striking
resemblance to changes seen in animal models of Autistic Spectrum Disorders. At the
brain level, GLA maternal exposure caused some increase in relative brain weight of the
offspring. In addition, reduced expression of Pten and Peg3 — two genes implicated in
autism-like deficits — was observed in the brain of GLA-exposed pups at postnatal day 15.
Our work thus provides new data on the link between pre- and postnatal exposure to the
herbicide GLA and the onset of autism-like symptoms later in life. It also raises fundamen-
tal concerns about the ability of current safety testing to assess risks of pesticide exposure
during critical developmental periods.

Keywords: glufosinate ammonium, autistic spectrum disorders, pre- and postnatal exposure, neurodevelopment,

mice

INTRODUCTION

Harmful effects of exposure to pesticides during critical devel-
opmental stages are becoming increasingly evident, and conse-
quently, may significantly contribute to the rise in chronic diseases
later in life such as cancer, infertility, diabetes, cardiovascular
diseases, and obesity, but also in psychiatric disorders including
schizophrenia, mood disorders, and autism spectrum disorders
(Barouki et al., 2012). There is a growing interest in the range of
alterations, which pre- and postnatal exposure to pesticides may
produce on behavioral, emotional, and cognitive skills (Julvez and
Grandjean, 2009). Previous studies reported that prenatal urinary
measures of pesticides exposures were associated with increased
abnormal reflexes in human neonates living in an agricultural

Abbreviations: ASD, autistic spectrum disorders; Chd8, chromodomain helicase
DNA-binding-8; CNS, central nervous system; DCX, doublecortin; EPA, environ-
mental protection agency; EPM, elevated plus maze; GLA, glufosinate ammonium;
GLAO0.2, glufosinate ammonium 0.2 mg/kg; GLA1, glufosinate ammonium 1 mg/kg;
mRNA, messenger ribonucleic acid; Peg3, paternally expressed gene 3; PND, post
natal day; Pten, phosphatase and tensin homolog; qRT-PCR, quantitative real-time
polymerase chain reaction; USVs, ultrasonic vocalizations.

community (Young et al., 2005). In line with this, prenatal expo-
sure to some pesticides was associated with both psychomotor
and mental developmental delays in young children (Rauh et al.,
2006). Further, prenatal pesticide exposure has been associated
with Autistic Spectrum Disorders (ASD) (Eskenazi et al., 2007).

Organophosphorus pesticides (i.e., compounds containing
carbon—phosphorus bonds) are the most widely used pesticides in
the world and comprise nearly 40 different chemical substances
registered by the US Environmental Protection Agency (EPA)
(www.epa.gov). According to the latest US EPA survey, glyphosate,
a well-known compound in the organophosphorus family, was
the most used herbicide in 2007 (EPA, 2011). As glyphosate-
resistant weeds have begun to develop around the world (Cerdeira
and Duke, 2006), herbicides containing glufosinate ammonium
(GLA, another organophosphorus compound) will probably soon
become the best alternative for treating glyphosate-resistant crops,
and will therefore be used massively for years. To cope with this,
many crop varieties have been genetically engineered to be GLA-
tolerant (Ay et al., 2012). Accurate assessments of the adverse
effects of GLA must therefore be conducted, in particular during
the highly sensitive early stages of the life cycle.
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Glufosinate ammonium is the ammonium salt of phos-
phinothricin [D,L-homoalanin-4-(methyl) phosphinate], a struc-
tural analog of glutamate. GLA acts as a competitive and irre-
versible inhibitor of glutamine synthetase, a vital enzyme in plants,
needed to fix nitrogen to organic molecules of ammonium ions.
However, glutamine synthetase is also present in the mammalian
central nervous system (CNS). In astroglial cells, glutamine syn-
thetase plays an essential role in the homeostasis of glutamate, a
major neurotransmitter in the CNS (Bak et al., 2006). In acute
conditions, GLA has neurotoxic effects, as evidenced by neurolog-
ical symptoms (seizures and memory loss) displayed by humans
attempting suicide by ingesting large quantities of GLA-containing
herbicide (Park et al., 2006). In animal models, GLA has been
shown to induce seizures in mice (Lapouble et al., 2002). Addi-
tionally, it has been shown that GLA-induced embryo lethality,
major morphological head defects (Watanabe and Iwase, 1996),
and neurepithelium apoptosis (Watanabe, 1997) in developing
mouse embryos in culture. Direct exposure of the rat brain to acute
doses of GLA causes alterations to glutamate neurotransmission
(Nakaki et al., 2000). We recently showed that chronic administra-
tion of a moderate dose of GLA-induced memory impairments,
brain structural modifications, astrogliosis, and disturbances of
the glutamate homeostasis in adult mice (Calas et al., 2008; Meme
et al., 2009).

While the neurotoxic effects of acute doses of GLA in adult
humans are well documented, little is known about the chronic
effects of low doses of GLA during neurodevelopmental stages. It is
essential to characterize the harmful long-term effects, which may
interfere with brain development and lead to permanent abnor-
malities. Here, we developed an experimental murine model of
chronic pre- and postnatal exposure to low dose GLA and exam-
ined the down-stream effects, at the behavioral and molecular
levels in pups and adult mice. Ontogenetic endpoints typical of
infancy such as ultrasonic calls and early reflex development were
assessed early after birth. We further investigated the long-term
effects on a number of behavioral dimensions during adulthood.
We explored gene expression in the brain to establish whether such
changes could be related to GLA-induced behavioral abnormali-
ties. We chose to administer GLA intranasally as very few studies
are exploring the effects of aerosol exposure to pesticides despite
accumulating evidence that air is particularly relevant to agricul-
tural communities that are highly exposed to pesticides by air
contamination (Fenske et al., 2002a,b). Urban people may also be
concerned by such a pollution as non-dietary exposure to pesti-
cides occurs mostly in the home (Simcox et al., 1995), as evidenced
by studies on urban settings highlighting the widespread use of
pesticides indoors (Whyatt et al., 2002; Berkowitz et al., 2003).

MATERIALS AND METHODS

ANIMALS AND TREATMENTS

Seven-week-old female C57Bl6 mice were purchased from Jan-
vier (Le Genest St Isle, France). All mice were bred and main-
tained on a 12-h light/dark cycle (lights on from 7:00 a.m.
to 7:00 p.m.) with food and water ad libitum in a tempera-
ture controlled (21 £1°) room in the animal resource facility
(UPS44, CNRS Orléans — France). After an acclimation period
of 2 weeks, two female mice were paired with one male C57Bl6
mouse also from Janvier (Le Genest St Isle, France), in standard

laboratory cages (42 cm x 28 cm X 18 cm) to mate. Pregnant mice
were then isolated and divided into three experimental groups
treated intranasally with GLA (1 or 0.2 mg/kg; PESTANAL®, ana-
lytical standard from Sigma—Aldrich) (GLA1 and GLA0.2) and the
control group (CTL) with saline solution (NaCl 0.9%). Intranasal
exposure was performed by administration of 10 wL of solution
for a 30 g mouse deposited at the entrance to the nostrils. Dams
were treated three times a week, from gestational day (GD) 10 to
postnatal day 15 (PND 15). Control animals received a comparable
dose of 0.9% saline. Offspring were weaned at 21 days of age and
maintained in same-sex, litter-mate housed cages with ad libitum
access to food and water. All aspects of animal care and experi-
mentation were in accordance with the European Parliament and
Council Directive (2010/63/EU). The Ethics Committee approved
all animal care and use for this study (Approval C45-234-6).

GENERAL PROCEDURE

The general procedure is shown in Figure 1A. Mating was per-
formed within 5-6 days. At the end of this period, males were
removed and dams were weighed every 2 days. Females having
gained 2 g were considered pregnant and were then isolated in stan-
dard cages including nesting material (pressed cotton). Intranasal
treatment began the same day and lasted until PND 15. Each
female received 10 treatments (4 during pregnancy and 6 dur-
ing lactation) three times a week (on Monday, Wednesday, and
Friday; between 9:00 and 12:00 a.m.). By using such a protocol,
we could notice that about 10+ 1 day separated the first expo-
sure from delivery. Thus, we could estimate the exposure to begin
between GD 9-11 for all the litters. In order to verify that intranasal
exposure to GLA did not induce olfactory deficits in dams (which
could be responsible for abnormal maternal behavior), we exposed
another group of non-pregnant C57Bl6 females to a similar proto-
col of administration (10 intranasal treatments with CTL, GLAO.2,
and GLAL1 solutions) and tested their olfactory abilities in the
habituation/dishabituation olfactory test (see below for detailed
procedure).

As previously stated, females were weighed every 2 days dur-
ing pregnancy (before each treatment) in order to evaluate GLA
toxicity during gestation. Two to three days before delivery, we
assessed females’ nesting abilities to check whether GLA-induced
behavioral deficits. At birth, the mean number of pups by litter
was determined. One day after birth, all pups irrespective of their
sex, were weighed and then tested in a series of preweaning tests
to check the effects of pre- and postnatal exposure to GLA on
postnatal development. As GLA is not known to have sex-specific
effects, we chose to not differentiate male from female siblings
for early postnatal analyses. Indeed, our goal was rather to detect
gross developmental alterations. The set of analyses performed is
recapitulated in Table 1. On a first cohort, we investigated pups
communication by monitoring of ultrasonic vocalizations (USVs)
from PND 1 to 5. Immediately after the 3-min period of USV
collecting, we assessed early sensory and motor development by
monitoring seven parameters in all pups: the righting reflex (from
PND 1 to 10), walking and 45° negative geotaxia (from PND 5 to
10), vertical climbing and bar grasping (from PND 9 to 14), and
the day of eyelid opening and acquisition of the acoustic startle
reflex (from PND 11 to 14). Duration of this testing period was no
more than 5 min by pup. Data from each pup of all litters (n =38
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FIGURE 1 | Experimental design of the study. (A) On arrival, female
mice were kept undisturbed in the laboratory for 2 weeks before
beginning the experiment. They were then paired with male mice for
5-6 days to mate. Pregnant mice were treated intranasally with either
GLA (0.2 or 1 mg/kg) or saline solution. Dams were treated three times a
week until postnatal day 14 (PND 14). During pregnancy, female mice
were weighed and their ability to build a nest tested 2-3 days before
delivery. Preweaning tests were performed on all siblings from birth to

PND 14. Males only were then left undisturbed until adulthood
(3months). A second cohort was left reaching PND 15 and was then
euthanized to perform whole brain gRT-PCR and body/brain weight
analyses. (B) At adulthood, the male mice were tested as follows: on day
1, the elevated plus maze (EPM); day 2, EPM retest and social
interaction with females; day 5, social interaction with males; day 7, the
olfactory habituation/dishabituation test; and day 8, the three-chambered
sociability test.

litters for CTL and n =6 litters for GLA0.2 and GLA1) was col-
lected and then averaged so as to the litter was used as the unit
for statistical analyses. At weaning time (PND 21), only male off-
spring were reared by litter and left undisturbed until the age of
3 months to conduct adult behavioral analyses. For adult testing,
groups’ composition was as follow: n =28 (from eight litters) for
the CTL group, n=19 (from six litters) for the GLA0.2 group,
and n=11 (from four litters). We chose to focus on male off-
spring in order to avoid hormonal fluctuations occurring during
the estrous cycle, which could affect animal behavior and thus
complicate data interpretation. Male offspring were tested in the
elevated plus maze (EPM) to assess emotional reactivity, in the 24-
h EPM retest to assess emotional memory, in the three-chambered
sociability and social interaction test (vs. female and vs. male) to
assess sociability, and in the olfactory habituation/dishabituation
test to assess their preference for social olfactory cues. All the tests
were performed as shown in Figure 1B. Another set of pups pre-
and postnatally exposed to CTL, GLAO.2, or GLA1 solutions were
allowed to reach PND 15 in order to perform physical analyses
(brain and body weight) and gene expression analyses by qRT-
PCR from whole brain tissues. For these analyses, only male pups
were used.

OLFACTORY ABILITIES OF FEMALE MICE INTRANASALLY EXPOSED TO
CTL/GLA SOLUTIONS

Non-pregnant C57Bl6 females were exposed three times a week
to intranasal treatments with CTL (n=8), GLA0.2 (n=38), and

GLA1 solutions (n=8) during a time period corresponding to
the treatment period of dams in the pre- and postnatal exposure
protocol (10 treatments). Their olfactory abilities were then tested
in the habituation/dishabituation olfactory test (see experimental
procedure described below) 24 h after the last treatment.

NEUROBEHAVIORAL ASSESSMENT: PREWEANING TESTS

Ultrasound vocalizations

Vocalizations were recorded (from PND 1 to 5; each animal
was tested on each of these days) during a 3-min period using
the following experimental setup: a custom designed recording
chamber made of transparent Plexiglas, four ultrasound detectors
(UltraVox 4-channel system; Noldus Information Technology),
and data acquisition software (UltraVox 2.0; Noldus Informa-
tion Technology), which automatically monitored the occurrence
of vocalizations within user-defined frequencies (in our case: 20,
40, 60, and 80KHz). The number of USVs was recorded on a
personal computer for offline analysis and storage. The comput-
erized recording system was set to eliminate non-relevant sounds
(background noise) and to ignore ultrasounds outside the defined
frequency range. Ultrasonic calls were recorded for 3-min peri-
ods, between 9:00 and 12:00 a.m., in an experimental room
maintained at approximately 21°C. A single pup was removed
from the litter and placed in a square container (5cm x 5cmy;
height, 2 cm) at the center of a sound-attenuating chamber, and
USVs were assessed. All the pups were individually tested in turn.
The container had been saturated with maternal odor to avoid
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Table 1 | Analyses performed on control and glufosinate exposed offspring.

PND1 PND2 PND3 PND4 PND5 PND6 PND7 PND8 PND9 PND10 PND11 PND12 PND13 PND14 PND15 Adulthood

Behavioral analyses
(Cohort 1)
Ultrasonic vocalizations

Righting reflex *
Walking * * * * * *
45° Negative geotaxia
Vertical climbing

Bar grasping

Eyelid opening
Acoustic startle reflex
Elevated plus maze test

Three-chambered
sociability test

Interaction test vs.
female

Interaction test vs. male
Habituation/dishabituation

olfactory test

Molecular analyses
(Cohort 2)
Whole brain gRT-PCR *

Physical analyses
(Cohort 1, 2)
Body weight *

Brain weight

On a first cohort, pups communication was investigated by monitoring of ultrasonic vocalizations (USVs) from PND 1 to 5. Immediately after, early sensory and motor development was assessed by monitoring
seven parameters in all pups. At weaning time (PND 21), male offspring were tested in the elevated plus maze (EPM) to assess emotional reactivity, in the 24-h EPM retest to assess emotional memory, in the
three-chambered sociability and social interaction test (vs. female and vs. male) to assess sociability, and in the olfactory habituation/dishabituation test to assess their preference for social olfactory cues. Another
set of pups pre- and postnatally exposed to CTL, GLAO.2, or GLA1 solutions were allowed to reach PND 15 in order to perform physical analyses (brain and body weight) and gene expression analyses by gRT-PCR
from whole brain tissues.
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environmental stress and had been cleaned between runs. After
the 3-min recording session, each pup went through all the other
preweaning tests. For each pup, we measured the cumulative num-
ber of calls emitted during the 5 days (i.e., total number of calls
from PND 1 to 5). The litter was used as the unit for statistical
analyses.

Postnatal sensory and motor development
The investigation of early postnatal sensory and motor develop-
ment monitored seven parameters:

— Negative geotaxia: The pup turned upwards when placed on a
45° angle slope with its head pointing down the incline (PND
5-10). We recorded the age when pups acquired the reflex.

— Adult walking pattern: During the first days of the pup’s life,
the steps produce a pivoting walk, later developing into linear
displacement. We recorded the age when linear displacement
replaced pivoting (PND 5-10).

— Righting reflex: When a pup is placed on its back on a flat, hard
surface, it has to right itself on all four paws, with two successes
in three trials getting a score of 1. A failure is recorded when the
pup remains on its back for more than 10, and a score of 0 is
given. The age when pups got two successes in three trials was
recorded (from PND 1 to 10).

— Vertical climbing: The pup is held against a vertical metallic grid
(mesh: 6 mm wide). Climbing was scored when the pup passed
out five stitches (PND 9-14). The day of success was recorded.

— Bar Holding: The forepaws are placed on a round wooden bar
(7 mm diameter). The ability to hang for 10 s using the forepaws
was scored (PND 9-14). The day of success was collected.

— Eyelid opening: Defined as any visible break in the membrane
covering the eye. We examined pups from PND 11 to 14 and
determined the day of eyelid opening (pups with at least one
eyelid opened).

— Acoustic startle reflex: From PND 11 to 14, a small hand-held
clicker generated aloud noise and the jerk behavior immediately
following was scored. The day of reflex acquisition was noted.

For all these tests, each pup was tested and their scores averaged per
litter so as to the litter was used as the unit for statistical analyses.

ADULT BEHAVIOR

Three-chambered sociability test

Mice were run individually in a three-chambered arena made
of clear polycarbonate. Retractable doorways built into the two
dividing walls controlled access to the side chambers. Each of the
two outside chambers had an inverted empty wire cup, one side
housing a male CBA/J stimulus mouse age-matched to the test
mouse, and the other side with a plastic object (plastic mouse).
The test session began with a 5-min habituation session for the
entire apparatus with the mouse free to explore the entire arena.
The subject was then briefly confined to the center chamber while
the plastic object was placed in the cup on one side and an adult
male CBA/J mouse was placed in the cup on the other side. The
object/novel mouse sides were alternated left and right between
subjects. Once the stimuli were in position, the two side doors
were simultaneously raised and the subject could access all three

chambers for 5 min. Automatic monitoring recorded and scored
the time spent in contact with each wire cup using the Etho-
Vision video-tracking system (Noldus, The Netherlands). The
apparatus was cleaned between subjects using a 70% ethanol/water
solution.

Social interaction

Social interaction was tested in a novel cage (24 cm x 11 cm x
12 cm) with clean sawdust. Each mouse was paired with an unfa-
miliar NMRI female on day 1 and with an unfamiliar CBA/J male
mouse on day 2. Opponent mice were age-matched to the test
mouse. The test mouse was isolated for 30 min before the unfamil-
iar conspecific was placed in the cage. Social interaction between
the two was recorded using a digital camera mounted above the
cage at ceiling level. The paired mice had never interacted before.
The videos were analyzed by an independent observer blind to the
study protocol. Social investigation was scored according to the
following behavioral parameters:

— head, body, and anogenital sniffing: sniffing of the conspecific
by the test mouse

— walkover: the test mouse places its forepaws on the head or back
of the conspecific

— following: the test mouse follows the conspecific directly
behind it.

— mounting

— allogrooming: the test mouse grooms the conspecific

— aggression.

The duration of the social interaction was calculated as the total
time spent by the test mouse carrying out all or any of the
above-mentioned behaviors.

Habituation/dishabituation olfactory test

The test was an adapted version of Yang and Crawley (2009).
Each subject mouse was tested in a clean arena with a thin layer
of fresh bedding. Cotton swab material was used as the medium
for each odor stimulus and was inserted in a small plastic tube
(Eppendorf; 1 mL) cut open at the bottom (see Video 1 in Supple-
mentary Material). To reduce novelty-induced exploratory activ-
ities, a 30 min period was set aside before testing for each subject
to become habituated to the testing cage, which contained a clean
dry cotton swab.

Testing consisted in a sequence of 15 x 2-min exposures to
odors presented in the following order: 3 plain tap water, 3 almond,
3 banana, 3 social odor 1, and 3 urine/social odor 2. The almond
and banana odors were made with food flavoring (Selectaréme,
Cannes La Bocca, France). All non-social odors were made by
dipping the cotton into the solution for 1s. Social odors were
made by mixing urine from a number of C57Bl6 adult male mice.
Each subject was exposed to two novel social odors made from
two different sources. Time spent sniffing the tube was measured
using the EthoVision video-tracking system (Noldus, The Nether-
lands). Sniffing was scored when the distance between the nose
and the tube was 1.5cm or less. Each inter-session interval was
approximately 1 min.
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Elevated plus maze

The EPM was used as it is known to detect anxiety-like behavior in
rodents (Pellow et al., 1985; Yee et al., 2007). The apparatus had a
central hub (5cm x 5 cm), and two pairs of diametrically opposed
arms, one pair open with no sides (27 cm x 5cm) and the other
pair fully enclosed (27 cm x 5cm x 15 cm). The maze was made
of black Plexiglas, elevated to a height of 60 cm and the open arms
were lit by bulbs providing 35 lux at the far end of each. The 5-
min test began by placing an individual mouse at the end of an
enclosed arm. A video camera mounted above the maze recorded
the trials for later analysis. The apparatus was cleaned between
runs with a 70% ethyl alcohol solution. The number of entries
into and the time spent on the anxiogenic open arms were used
as conventional spatiotemporal measures of avoidance. The time
spent in the central hub area and the total distance traveled in the
apparatus were also measured. All the analyses were performed
using the EthoVision® video-tracking system (Noldus Inc., The
Netherlands). Twenty-four hours after the first trial, each animal
was retested in the same apparatus. It is known that the EPM retest
effect can show a biologically adaptive form of learning/memory
where the experience of a novel environment will swiftly lead to
less time being spent in the unsafe open arms (Bertoglio et al.,
2005).

QUANTITATIVE RT-PCR

Paternally expressed gene 3 and Pten Gene expression data were
obtained from male offspring only (PND 15). Animals were euth-
anized by CO, inhalation and their brain collected for analyses.
Total RNA was isolated from whole brain tissue homogenate using
Trizol reagent (Ambion, Life technologies, Villebon-sur-Yvette,
France) and was quantified by spectroscopy. One microgram of
total RNA was reverse transcribed with 100 units of Superscript
III reverse transcriptase (Invitrogen, Life Technologies, Villebon-
sur-Yvette, France). Real-time PCR reactions were performed in
the Mx3005P Agilent (Applied, Life technologies, Villebon-sur-
Yvette, France) with fivefold dilution of cDNA, 200 nM of each
Tagman primer using Gene Expression Master Mix (Life Tech-
nologies, Villebon-sur-Yvette, France). Data were analyzed using
the DDCt method and normalized against control samples with
mice Gapdh and 18S (Perche et al., 2013). Amplification efficien-
cies of the target gene and the reference gene are identical. Each
measurement was performed three times. The values for the two
treated group (GLA 1 and 0.2 mg/kg) were normalized to controls.

STATISTICAL ANALYSIS

Litter was used as the unit of analysis of USVs, all early sensori-
motor endpoints and body weight data. Such data were analyzed
using non-parametric procedures specially adapted for statistical
analysis of small samples (n < 30). These statistical procedures
have two main advantages over the parametric approach: (1) they
do not depend on population assumptions and therefore do not
run the risk of not meeting the prerequisite criteria (Siegel and
Castellan, 1988), and they have better relative power-efficiency for
small samples (Bridge and Sawilowsky, 1999). Independent two-
group comparisons were analyzed using the Mann—Whitney U
test. When considering more than two groups, a global analysis was
done first using the Kruskal-Wallis “ANOVA-on-ranks” procedure,

then, when necessary (p < 0.05), by Bonferroni post hoc analyses
(Siegel and Castellan, 1988) including the correction for multiple
comparisons. Percentage measurements were analyzed for differ-
ences using Chi-squared statistics. QRT-PCR and adult behavioral
data were also analyzed using above-mentioned non-parametric
procedures.

RESULTS

GLA DID NOT INDUCE TOXICITY IN DAMS

In order to verify that exposure to GLA did not induce adverse
effects in dams, we monitored maternal physiological and behav-
ioral parameters both during pregnancy and postnatally. We
observed that neither maternal weight gain nor nest building abil-
ities few days before delivery were altered by GLA exposure during
pregnancy (Figures 2A,B). In addition, neither the mean number
of pups by litter nor their body weight at PND 1 were changed
in GLA-exposed offspring compared to controls (Figures 2C,D).
We also found that intranasal exposure to GLA did not result in
abnormal olfactory skills as non-pregnant C57Bl6 mice exposed
to a similar protocol of administration did not display any deficits
in the olfactory habituation/dishabituation test (Figure 2E).

GLA-INDUCED DEVELOPMENTAL DEFICITS IN PRE- AND POSTNATALLY
EXPOSED OFFSPRING

Investigating the possibility of GLA affecting development, we first
determined whether pre- and postnatal exposure to GLA caused
abnormal sensorimotor skills in offspring. We focused on three
parameters: communication skills, sensorimotor development,
and gross developmental features (body/brain weight).

Communication skills

Ultrasonic vocalizations by neonatal mice have been studied both
as a manifestation of early communicative behavior of the pup-
mother dyad and as a sign of an aversive affective state (Wohr and
Schwarting, 2008). We analyzed the pups’ communication skills
in response to a 3-min period of separation from the mother,
measuring the total number of ultrasound vocalizations emitted
from postnatal day (PND) 1 to 5. At the higher dose (1 mg/kg;
GLA1), GLA significantly decreased the number of calls emitted
(p=0.045) (Figure 3A). No such alterations were observed at
the lower dose (0.2 mg/kg; GLAO.2). Total duration of calls was
also reduced in GLA1 offspring only (Table S1 in Supplementary
Material). Moreover, the proportion of GLA-exposed pups emit-
ting no vocalizations at PND 1 was greater than for the control
pups (p =0.006 for GLA1 and p =0.092 for GLAO0.2) (Figure 3B).

Sensorimotor development

We analyzed the effects of GLA exposure on the timing of several
patterns of sensorimotor development. Acquisition of the acoustic
startle reflex was not altered by GLA exposure (Figure 3C). Eyelid
opening was delayed in the GLA1 group whereas no effect was
noted in GLAO.2 treated offspring (Figure 3D). No effects of GLA
were observed on bar grasping (Figure 3E), walking (Figure 3G),
righting reflex (Figure 3H), and negative geotaxia (Figure 3I).
However, a delayed acquisition of the vertical climbing reflex was
observed at the highest dose (p=0.034) (Figure 3F). No effect
was observed for the GLAO.2 group.
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FIGURE 2 | Pre- and postnatal glufosinate ammonium exposure did not
alter physiology/behavior in exposed dams. (A) GLA did not modify the
percentage of weight gain in pregnant mice. (B) GLA did not impair dams’
ability to build a nest 2-3 days before delivery data are the mean + SEM
(n=6-8 dams/group). In addition, GLA did not induce toxic effects on pups
during pregnancy as (C) the mean number of pups by litter was not different
between groups and (D) the mean weight of pups at PND 1 was not affected
by GLA exposure. Data are the mean & SEM (n = 6-8 litters/group).

(E) Intranasal instillation of GLA solutions three times per week did not induce
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any olfactory deficits in non-pregnant females exposed to the same number
of treatments than pregnant ones (10 treatments). In this task, cotton swabs
were used to deliver olfactory stimuli: either non-social (water, almond, and
banana) or social (two different odors/cues containing a mixture of urine from
a number of male mice). The odor/swab was inserted into a small plastic tube
cut open at the bottom. Control mice displayed normal olfactory function with
classical habituation/dishabituation to both non-social and social odors. They
also displayed a clear preference for social olfactory cues. GLA1 mice
displayed. Data are the mean + SEM (n = 8/group).

Brain anatomy

We studied the question of whether gross developmental features
might be affected by GLA, doing so by measuring the brain and
body weight of the pups at PND15. Observations showed that,
at PND15, both the absolute brain weight and the absolute body
weight were significantly reduced in GLA1 treated offspring com-
pared to controls (Figures 3],K). No effect was seen in GLA02
treated offspring. Calculation of the relative brain weight indi-
cated that pre- and postnatal GLA exposure significantly increased
the relative brain weight in mice given the higher dose (p =0.046)
while mice given the lower dose displayed slight decrease of the
relative brain weight (p =0.09) (Figure 3L).

Thus, the highest dose of GLA (1 mg/kg) induced developmen-
tal deficits in pre- and postnatally exposed offspring, affecting
communication skills and sensorimotor development in early
postnatal life, and changing the relative weight of the brain.

EFFECTS OF GLA ON OFFSPRING LASTING INTO ADULTHOOD

To investigate whether these effects on developmental milestones
might translate into long-lasting consequences on adult behav-
ior, we analyzed the behavioral repertoire of 3 months old off-
spring by assaying social parameters namely the three-chambered

sociability test, the social interaction test and the olfactory habitu-
ation/dishabituation test, and also emotional skills in the elevated
plus maze test.

Social skills
The three-chambered sociability test was used to investigate ani-
mals observing voluntary initiation of social interaction and their
ability to discriminate social novelty. The animal was placed
in a cage and left to explore and initiate social contact with a
partner inside a wire container or an identical container hold-
ing a novel object. As expected, the control mice spent more
time in interaction with the container with the mouse than with
the container with the object (p=0.0056; Figure 4A). GLAl
mice did not spend any more time with the container with the
mouse than with the container with the object (Figure 4A).
GLAO.2 treated mice, however, had the same response as the con-
trols, displaying more time interacting with the container with
the mouse than with the container with the object (p=0.009;
Figure 4A).

To further document social skills impairment, we paired GLA-
exposed mice with both an unfamiliar female on day 1 and an
unfamiliar male mouse on day 2, and further explored their social
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FIGURE 3 | Pre- and postnatal glufosinate ammonium exposure as the average day when pups had at least one eye open. Data are the
disturbed neurodevelopmental endpoints. (A) Mean total number of mean + SEM, n=6-8 litters/group. (E) Bar grasping reflex, (F) vertical
vocalizations emitted by pups when separated from their mother from climbing, (G) walking reflex, (H) righting reflex, and (I) 45° negative
postnatal day 1 to postnatal day 5. Only GLA 1 mg/kg caused a drop in the geotaxia data are presented as the average day when pups were
number of ultrasonic vocalizations emitted by pups when separated from successful in the task. Data are the mean + SEM, n=6-8 litters/group.
their mothers. Data are the mean + SEM (n=6-8 litters/group). Data indicate that only GLA1-exposed pups display deficits in the
(B) At postnatal day 1, GLA-exposed mice display dose-dependent acquisition of certain reflexes. At postnatal day 15, neither absolute brain
communication deficits. Data are presented as the percentage of pups weight (J) nor the absolute body weight (K) were affected by the
emitting no vocalizations when separated from their mothers. Chi-square treatment while relative body weight (L) was significantly increased in
analysis was used. (C) Acoustic startle reflex data are presented as the GLAT1 offspring and slightly decreased in GLAO.2 offspring compared to
average day when pups displayed startle response. Data are the controls. *p <0.05; **p < 0.01, when compared to control mice (CTL).
mean + SEM, n=6-8 litters/group. (D) Eyelid opening data are presented Significant p values are Bonferroni corrected.

abilities in a more naturalistic way. Observations showed that GLA
altered male—female interaction: GLA1 mice recorded less affilia-
tion time with the female than the controls (p =0.0091); male—
male interaction was not affected (Figure 4B). No alterations were
observed in GLAO.2 exposed offspring (Figure 4B).

Social interactions in rodents are based on very complex
processes involving efficient detection, recognition, and process-
ing of olfactory information (Vosshall, 2005). We thus conducted
an olfactory habituation/dishabituation test known to assess the
olfactory system of the mouse, the preference for social rather
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FIGURE 4 | Pre- and postnatal glufosinate ammonium exposure resulted
in behavioral alterations in the offspring during adulthood. (A) GLA1
offspring displayed no preference for the chamber containing the social
partner, unlike the controls, in the three-chambered sociability test. No effect
of GLAO.2 was observed. **p <0.01 compared to time spent in contact with
wire cup containing the mouse in the CTL group; #p < 0.01 compared to time
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(B) In the social interaction test, GLA1 mice confronted with females
interacted less, but no difference was observed when they were confronted
with males. (C) In the habituation/dishabituation olfactory test, cotton swabs
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were used to deliver olfactory stimuli: either non-social (water, almond, and
banana) or social (two different odors/cues containing a mixture of urine from
a number of male mice). The odor/swab was inserted into a small plastic tube
cut open at the bottom. Control mice displayed normal olfactory function with
classical habituation/dishabituation to both non-social and social odors. They
also displayed a clear preference for social olfactory cues. GLA1 mice
displayed significantly less interest in social cues, but this was not the case
for GLAO.2 mice. (D-F) GLA did not alter offspring’s behavior in the elevated
plus maze. All data are presented as means £+ SEM, n=11-27 mice/group;

*p <0.05; **p <0.01, compared to control mice.

than non-social olfactory cues and learning/memory skills related
to both social and non-social odors (Silverman et al., 2010).
Our findings were than that the administration of GLA, both
at 1 and 0.2mg/kg, had no effect on olfactory discrimination
skills: the mice were all able to detect new odors of all types,
both non-social and social (Figure 4C). GLA did not disturb
mice ability to habituate to both social and non-social odors
encountered shortly before (Figure 4C). More importantly, com-
pared to controls, GLAI mice displayed significantly less inter-
est in social olfactory cues, although performance on non-social
odors was the same; this effect was not observed in GLA0.2 mice
(Figure 4C).

Emotional skills

After exploring sociability in mice, we investigated emotional reac-
tivity. Testing GLA-exposed mice and controls in the EPM, no
robust differences were found as no effects of GLA were observed
on the number of entries and time spent in the open arms
(Figures 4D,E). Emotional memory was assessed by retesting mice
24 h later in the same apparatus. In the retest trial, mice normally
avoid open arms and show less interest in exploring the entire
apparatus (Rodgers et al., 2011). This is what we observed in CTL,
GLAO.2, and GLA1 mice (Figures 4D,E). Moreover, distance trav-
eled by GLAO.2 and GLA1 mice was similar to that traveled by CTL
mice (Figure 4F), both during test and retest trials.
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Thus, pre- and postnatal exposure to GLA was associated with
behavioral changes in offspring that lasted during adulthood and
that may be specific to social interaction.

GLA-INDUCED ALTERATIONS ARE ASSOCIATED WITH ALTERED
EXPRESSION OF GENES INVOLVED IN AUTISM-LIKE PHENOTYPES

It is known that a large number of genes are involved in brain
weight changes and disturbed social behaviors (Delorme et al.,
2013). This is the case for the Pfen (phosphatase and tensin
homolog) gene; Pten deregulation has been associated with
changes affecting brain weight (Page et al., 2009) and social behav-
ior (Page et al., 2009). Our initial working hypothesis was that the
administration of GLA could affect Pten expression. Quantitative
RT-PCR (qPCR) was conducted to measure whole brain mRNA
levels of Ptenn at PND 15 in male controls vs. GLA-treated offspring.
We found that pre- and postnatal exposure to GLA1 significantly
reduced Pten expression, but the opposite effect was observed for
the mice given the lower dose of GLA (Figure 5A). Other com-
mon gene mutations have been found to be related to anomalies
of brain weight in certain cases of sporadic ASD in humans (Klein
etal., 2013), e.g., for the Chromodomain Helicase DNA-binding-
8 (Chd8) gene (O’roak et al., 2012). We therefore measured the
level of Chd8 expression in the whole brain of GLA-treated male
offspring at PND 15 by qPCR. We found Chd8 to be only slightly
down-regulated in GLA1 mice compared to control mice but this
effect was not statistically significant. No change was observed in
GLAO.2 mice (Figure 5B).

Among genes involved in the regulation of social behavioral
patterns, few are specifically related to male—female interactions.
The Paternally Expressed Gene 3 (Peg3) has been shown to play
a key role in the regulation of male—female affiliative behaviors
(Swaney et al., 2008). We therefore studied the effect of pre- and
postnatal administration of GLA to whole brain mRNA levels of
Peg3, measured at PND 15 in male offspring. Peg3 expression was
significantly down-regulated in GLA1 mice, although no change
was observed in GLAO0.2 mice (Figure 5C).

Thus, pre- and postnatal exposure to GLA alters the develop-
mental expression of genes related to ASD-like symptoms.

DISCUSSION

The major concern of this kind of study (pre- and postnatal expo-
sure) is the putative toxic effects of GLA on maternal physiology
and/or behavior. Indeed, we cannot totally rule out this possibil-
ity, in particular regarding long-term effects of pre- and postnatal
exposure to GLA on social behaviors in the offspring. Indeed, it is
now well-known that early social environment (maternal care and
peer interactions) has a profound impact on offspring’s abilities in
building normal social competencies (Branchi et al., 2013). How-
ever, we collected physical and behavioral data during pregnancy
showing that mothers exposed to GLA were not different from
their control counterparts as maternal weight gain and nest build-
ing capacities were not changed by the treatment. Consequently,
behavioral changes observed in GLA-exposed offspring were not
likely to result from any physiological and or behavioral deficits
induced in mothers. Similarly, long-term effects of pre- and post-
natal exposure to GLA could be the consequence of a direct effect
of GLA on females’ olfactory abilities given that it was instilled
intranasally. Indeed, in mice as in many other mammals, olfactory
cues are extensively used in many aspects of maternal care to ensure
the coordination of mother—infant interactions and consequently
the normal development of the offspring. Therefore, disturbed
perception of the smell of the offspring could result in impair-
ments in maternal care and contribute to abnormal sociability
during the adulthood of the offspring (Starr-Phillips and Beery,
2014). However, data collected in non-pregnant mice exposed to
a similar protocol of treatment with GLA, showed that this proce-
dure was not harmful and thus, was unable to be the cause of the
developmental and/or long-term behavioral changes observed in
GLA-exposed offspring.

Isolation-induced vocalizations are important communication
signals eliciting maternal care behaviors. This type of behavior has
received particular attention in respect of human language under-
standing. Indeed, there have been a number of study indicating
specific pup and adult USV irregularities in mice with alterations
in genes such as FOX P2 (Shu et al., 2005) and oxytocin gene OXT
(Liu et al., 2008) (i.e., implicated in language and social behav-
ior, respectively) as well as neuroligin-4 and neuroligin-3, which
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FIGURE 5 | Pre- and postnatal glufosinate ammonium exposure altered
molecular parameters in the offspring brain at postnatal day 15.
(A) Whole brain quantitative RT-PCR analysis of Pten revealed that GLAO.2
increased while GLA1 reduced Pten transcripts in comparison to controls.
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(B) Whole brain expression of Chd8 was not changed in GLA1 and GLA0.2
mice. (C) Peg3 transcripts were reduced only in GLA1 mice. Each value is the
mean + SEM (n=4-7 pups/group). **p <0.01, ***p < 0.001. Significant p
values are Bonferroni corrected.
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have been associated with ASD (Fischer and Hammerschmidt,
2011). According to some authors, this type of behavior might
be reflective of the animal’s drive to communicate (Holtzman
et al., 1996). In addition, pups USVs have also been involved
in emotionality, an increase in vocalizations being observed in
response to anxiogenic drugs, and a decrease in response to anx-
iolytics (Hodgson et al., 2008). Thus the reported reduction of
USVs in GLA-exposed offspring may be evidence of disturbances
in neuronal networks underlying emotional processes. However,
the fact that no changes were observed in anxiety levels in adult
offspring suggested that the neural circuitry underlying emotion-
based behaviors was not affected by pre- and postnatal exposure
to GLA. As a consequence, GLA-induced abnormalities in USVs
emission were likely to reflect alterations in mother—infant com-
municative skills. As previously said, many studies have reported
unusual repertoires of USVs during infancy in mouse models of
ASD, usually interpreted as communication impairments: this is
the case for neuroligin-2 (Wohr et al., 2013) and neuroligin-4 (Ju
etal.,2014).

Early after birth, we also observed anomalies in postnatal devel-
opment in GLA1-exposed mice that is another pathologic feature
frequently observed in mice models of ASD (Wohr et al., 2013).
Indeed, we found that GLAl-exposed pups displayed abnor-
mal timing of certain developmental processes. These reflexes in
neonate pups are indices used to detect abnormalities in brain
maturation (Fox, 1965), suggesting that the administration of
GLA may have negative effects on the processes impacting on a
wide range of cerebral structures. In association with impairments
in social interaction, abnormal communication, and alterations
in sensorimotor development constitute the core symptoms of
ASD (Apa, 2000). This set of alterations are reminiscent of mice
models of autism-like deficits. The effect of GLA exposure on
pups’ relative brain weight also strengthened the link between
autism-like deficits and pre- and postnatal exposure to GLA. Inter-
estingly, anatomical and cellular abnormalities in the brain of ASD
individuals have included reports of alterations in brain weight
(Fombonne et al., 1999). Therefore, abnormalities observed in our
study are in line with human studies (Courchesne et al., 2001).

In addition, pre- and postnatal exposure to GLA had a strong
effect on the social skills of the offspring when adults, with their
affiliative behavior showing significant alterations in three tasks
classically used as behavioral phenotyping assays for mouse mod-
els of autism (Silverman et al., 2010). The laboratory mouse is a
social species that engages in high levels of social interactions,
sexual/parenting behaviors, and territorial/aggressive behaviors
(Arakawa et al., 2008). In the present study, we showed that sev-
eral aspects of the social repertoire of the mouse were affected
by maternal GLA exposure, in particular sociability, i.e., inabil-
ity to distinguish the social partner from the novel object in
three-chambered sociability test. Male—female interactions were
impaired, but no change was found in male-male interactions,
suggesting that mating behavior may be specifically affected
in GLA-exposed offspring. This finding tallies with reports of
reduced levels of Peg3 mRNA in the brain of GLAI mice, as Peg3
mutation in male mice is involved in male—female interactions
(Swaney et al., 2008). This deficit was attributed to impairments

in the main olfactory system rather than the accessory olfactory
system. Further evidence of this can be found in animal studies,
testing with nasal perfusion of zinc sulfate, which disrupts the
main olfactory bulb but leaves the accessory system functionally
intact (Powers and Winans, 1975). This was found to have minor
effects on male—male interactions (Bean, 1982), yet completely
disrupted mating behavior, regardless of whether the mice were
sexually naive or experienced (Keller et al., 2006). Together, the
data strongly suggest that anomalies in the main olfactory system
may be involved in GLA-induced disruption of social behaviors.

Further evidence for the link between pre- and postnatal expo-
sure to GLA and ASD-like deficits can be found in certain ASD
susceptibility genes that were deregulated in exposed offspring.
Pten is one of the many genes closely associated with autism-
like symptoms, in particular with brain overgrowth and social
deficits (Kwon et al., 2006; Page et al., 2009). One unexpected
finding was that Pten mRNA levels in the brain were much lower
in mice exposed to 1 mg/kg GLA, matching the increased rela-
tive brain weight in the same mice. Many reports documented the
close link between Pfen inactivation and impairments in social
behaviors. Page et al., for example, reported that Pren haploin-
sufficient mice displayed abnormal affiliative behaviors associated
with brain overgrowth (Page et al., 2009); while conditional Pten
null mice displayed impaired social interactions and no preference
for social novelty (Kwon et al., 2006). Even if the primary goal of
the present study was not to unraveling molecular mechanisms
involved in disturbing effects of pre- and postnatal exposure to
GLA, our molecular data strengthened the hypothesis of a link
between early life exposure to pesticides, in our case the herbicide
GLA, and autism-like deficits.

Considering all our data, we need to address the question
of whether our findings in mice have any relevance to the link
between pesticide exposure and ASDs in humans. For a number
of years now, studies have shown that an unfavorable environ-
ment during early development may lead to neurodevelopmen-
tal deficits causing a broad range of lifelong problems affecting
physical and mental health (Capra et al., 2013). Epidemiological
investigations have recently showed that low-level pre- and post-
natal exposure to pesticides is associated with abnormal behaviors
and impaired mental skills (Rauh et al., 2006; Eskenazi et al,
2007). No such effects had been reported for GLA before the
present study. This is now of crucial importance as one of GLA
metabolites 3-methylphosphinicopropionic acid (3-MPPA) have
recently been detected in the blood of pregnant women and their
fetuses (Aris and Leblanc, 2011). The situation is even more dis-
turbing as most pregnant women are exposed to many different
chemicals (Woodruff et al., 2011). Circulating levels of pesticide
cocktails may be asymptomatic in pregnant women, but affect their
fetuses as chemicals may interfere with neurobiological substrates
underlying ASD-like symptoms, in particular at critical stages of
neurodevelopment. Whenever there is a genetic susceptibility to
such disorders, the adverse effects of pesticides may increase the
risk of the fetus and later person developing ASD-like symptoms.
Our findings clearly highlight the importance to build up our
knowledge of possible harmful effects of low-level pre- and post-
natal exposure to pesticides. This is a relevant and topical issue as
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some governmental reports have noted that early exposure (pre
and postnatal) to low or very low doses of pesticides is not usually
covered by the tests required for regulatory approval of pesticides,
and therefore that it is impossible to estimate such adverse effects
(Bonnefoy, 2012).

In conclusion, we document that GLA has pervasive, harmful
effects when administered during the highly sensitive pre- and
postnatal periods. At the behavioral level, these effects are strik-
ingly reminiscent of those observed in animal models of ASDs. All
data presented on the effects of GLA on behavior and brain abnor-
malities pave the way for supplementary analyses: whole brain
microarray analysis is needed to gain a better understanding of the
molecular and cellular mechanisms involved in the neurodevelop-
mental effects of GLA. Such an analysis will no doubt contribute to
our knowledge of the constellations of genes involved in pathologi-
cal processes mediated by pre- and postnatal exposure to GLA. One
hypothesis is that GLA (or its metabolites) acts on target-signaling
systems that establish the basic patterns of connectivity, from early
neuronal migration to disruption of later postnatal events that
enhance or alter neuronal connections, such as dendritic growth or
synapse formation/removal. The present data also raise important
questions regarding the acceptable daily intake (ADI) and whether
this covers the total amount of a substance that can be ingested
daily over a lifetime without adverse effects. The ADI value is
determined on the basis of the no observed adverse effect level
(NOAEL), i.e., the level where a substance shows no toxic effects.
The lowest NOAEL for GLA has been set at 2.1 mg/kg/day on the
basis of on a 2-year chronic feeding study in rats (EPA, 2011).
The standard procedure for regulatory testing typically involves a
series of tests to determine the value. In our study, we observed
harmful effects of GLA at a dose of 1 mg/kg administered three
times a week during both gestation and lactation. We can thus cal-
culate that female mice were given 3 mg/kg a week, the equivalent
of 0.4286 mg/kg/day. This is approximately five times lower than
the EPA approved dose (EPA, 2011). Our data can thus provide
strong evidence to argue that the current NOAEL values must be
revised.
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Générale



Discussion générale

Les transitions économiques a I'ére de la mondialisation méritent un regard neuf
sur les risques neurologiques associés aux risques environnementaux. Ceux-ci sont
entrainés par I'expansion industrielle, les changements climatiques et la croissance
démographique. Dans les pays a faible revenu et a revenu intermédiaire, le risque de
maladies du cerveau liées a l'environnement est augmenté de plusieurs fois par
manque d'infrastructures, de régles de sécurité et de mesures de protection de
I'environnement. Les troubles neurologiques peuvent se produire a la suite d'une
exposition directe a des facteurs de stress chimiques ou non chimiques. Les
susceptibilités individuelles a des maladies liées a I'exposition sont modifiées par des
facteurs génétiques et épigénétiques. Les programmes de recherches dans la santé
environnementale doivent surtout se concentrer sur I'élucidation de toutes les sources
d'exposition pour définir la notion de «I'exposome » (la mesure de toutes les
expositions d'une personne dans leur vie et comment ces expositions affectent sa
santé). Les dommages du systéme nerveux conduisent souvent a des symptomes
sensoriels, des problémes de comportement, des déficits cognitifs et des troubles

psychiatriques.

Les produits chimiques ayant un potentiel neurotoxique, auxquels les gens sont
couramment exposeés, sont référencés (Tshala-Katumbay et al., 2015). Les lésions
cérébrales liées a ces expositions peuvent résulter de I'action de ces produits en
interférant dans la neurotransmission par mimétisme moléculaire des
neurotransmetteurs, ou en réagissant avec des protéines ou avec I’ADN et provoquer

ainsi des dysfonctionnements cruciaux.

L'utilisation des pesticides est une préoccupation importante dans le domaine
de la santé mentale. En effet, ces produits chimiques sont parfois utilisés lors de
tentatives de suicide (Eddleston and Phillips, 2004) et ont été directement associés a
des troubles mentaux. Les taux de suicide par ingestion de produits phytosanitaires
sont plus élevés dans les zones ou les pesticides organophosphorés sont utilisés
(Parron et al., 1996). Par ailleurs I'exposition chronique a ces produits a été démontrée
comme étant un facteur augmentant les risques de développer la maladie de
Parkinson, la maladie d'Alzheimer et les troubles du spectre autistique (Baldi et al.,
2003; Fleming et al., 2003).
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L’exposition périnatale aux pesticides peut induire une neurotoxicité
développementale. Elle a été associée, via des études épidémiologiques, a des
retards de développement et a des neuropathologies telles que I'autisme (Shelton et
al., 2014).

Nous nous sommes interrogés sur la neurotoxicité d’'une exposition périnatale
a de tres faibles doses de GLA et par voie nasale afin d’explorer I’hypothése de la
proximité résidentielle des femmes enceintes pendant la grossesse aux champs
agricoles traités aux pesticides. Nos résultats indiquent que le GLA perturbe la
neurogenése et la migration des neuroblastes et cela conduit a I'apparition de
phénotypes ASD-like chez les souris exposées. L’étude épidémiologique menée par
Shelton et al. en 2014 a révélé une augmentation de 60% de la prévalence des cas de
troubles du spectre autistique chez les enfants des femmes enceintes vivant a
proximité des champs traités par des organophosphorés (Shelton et al., 2014). Notre
étude sur le GLA renforce les preuves liant les pesticides, en particulier les
organophosphorés, au développement des pathologies de retard mental et d’autisme,
mais nous ne sommes pas en mesure de comparer réellement nos résultats avec ceux
de Shelton et al. En effet, il y a peu de données sur les méres et les enfants autres
que les caractéristiques démographiques de base, de fagon a ajuster les facteurs
important pour le neurodéveloppement, tels que les facteurs génétiques et I'utilisation

des vitamines prénatales.

Les effets neurotoxiques du GLA sont multiples et se manifestent a plusieurs niveaux.
En effet, on note des perturbations allant du cytosquelette jusqu’aux altérations

comportementales des souris exposées via leur mére.

1) Du cytosquelette au comportement

Les effets du GLA a faibles doses pendant la période périnatale sont nombreux.
En effet, notre étude a démontré que le GLA a des effets néfastes allant du niveau
moléculaire, comme la polyglutamylation du cytosquelette, en passant au niveau de la
physiologie cellulaire, affectant ainsi la prolifération et la migration des neuroblastes,
jusqu’a la modification du comportement a long terme de I'animal lui-méme. Plusieurs
études mettent en relation lI'implication du cytosquelette et de la polyglutamylation
dans la prolifération et la migration cellulaire (Janke and Bulinski, 2011; Magiera and

Janke, 2014; Ohta et al., 2015). Les défauts de migration des neuroblastes observés
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chez les animaux exposeés au GLA pourraient donc au moins en partie, étre liés a des

perturbations du cytosquelette.

Les neuroblastes générés dans la SVZ migrent le long du courant rostral pour
atteindre les BO ou ils s’intégrent au réseau neuronal. lIs jouent un réle important dans
la communication olfactive qui est principalement médiée par les neurones sensoriels
(Dulac and Torello, 2003). Il a été démontré qu’une migration anormale de ces cellules
est liée a des déficits structurels des BO a et des troubles des comportements olfactifs
des souris (Zou et al., 2012). Cette migration se fait d'une maniére tres particuliere et
tres spécifique aux neuroblastes. La perturbation durant la période périnatale de cette
migration peut avoir ou conduire a des conséquences sur le développement et le
fonctionnement du cerveau. Il a été, en effet, démontré qu'une altération de cette
migration dans le jeune age avait des conséquences irréversibles a long terme chez
la souris, notamment des altérations profondes de la capacité de ces souris pour
interagir avec d'autres souris (Wei et al., 2011).

De nombreuses études montrent que le bulbe olfactif jouerait un rdle critique
dans différents types d’apprentissage et de mémoire olfactive. Il permettrait entre
autres, le stockage transitoire de la mémoire olfactive, grace ala neurogenése bulbaire
(Lledo and Saghatelyan, 2005).

Parmi tous les moyens de communication développés par les mammiferes,
I'odorat est le plus ancien et le plus répandu (Swaney and Keverne, 2009). En effet
I'olfaction joue un réle dans la mise en place des comportements sociaux comme les
comportements de fuite, de recherche de nourriture, de recherche du partenaire
sexuel, du comportement maternel ... (Hebb et al., 2004; Lin et al., 2005). L’olfaction
joue un role tres important dans la communication entre individus, en apportant des
informations sur les partenaires (age, sexe, état de santé, état reproducteur...). Chez
les rongeurs, le systéme olfactif est extrémement développé. Selon Slotnick, ils

auraient la « machinerie neuronale pour penser avec leur nez » (Slotnick, 2001).

La perturbation de ce systéme peut avoir des conséquences considérables
dans le comportement de I‘animal. Dans notre cas, le glufosinate d’ammonium
perturbe de nombreux aspects des comportements sociaux des souris exposées
pendant la période périnatale. Ces souris présentent des phénotypes similaires aux
troubles du spectre autistique. La fonction olfactive est un bon biomarqueur des
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maladies neurodégénératives (Tonacci et al., 2015). L’association entre les troubles
olfactifs et les troubles du spectre autistique a déja été établi méme chez 'Homme
(Luisier et al., 2015; Tonacci et al., 2015; Wicker et al., 2016). En effets les enfants
atteints des TSA ont des problemes de perception des odeurs (Luisier et al., 2015).

De plus l'analyse du transcriptome cérébral des animaux exposés via
I'exposition maternelle, a de faibles doses de GLA en périnatal nous a montré la
dérégulation d’'un nombre important de génes. Parmi eux, prés de 43 % des génes
connus comme étant impliqués dans les déficits des troubles autistiques référencés
dans la base de données AGD (Autism genetic database) (Matuszek and Talebizadeh,

2009) en font partie (annexe).

Les effets du GLA sont multiples et trés importants probablement du fait que ce dernier
soit administré par voie intranasale dans une période critique du développement. Ce

mode d’exposition semble étre déterminant.
2) Mode, dose et période d’exposition
a) Mode d’exposition

L’exposition aux pesticides peut se produire directement dans le cadre de leur
fabrication ou de leur utilisation professionnelle ou domestique, mais aussi
indirectement par l'air, le contact de surfaces contaminées ou la consommation des
eaux et denrées alimentaires. Selon les circonstances, ce sont soit la population

professionnellement exposée, soit la population générale qui sera concernée.

Qu’il s’agisse d’expositions professionnelles ou environnementales, les
substances pénetrent dans I'organisme selon trois voies : la voie cutanée, la voie

digestive (ou orale) et la voie respiratoire.

L’exposition aux pesticides par inhalation concerne plus particulierement
certaines conditions spécifiques, comme la fumigation, la préparation ou I'application
dans les milieux fermés. Pour la population générale, la voie respiratoire est souvent
considérée comme la voie d’exposition la plus importante a cause notamment de la
pollution de [l'air, mais elles sont relativement peu étudiées par rapport aux

contaminations par voie orale (contamination des eaux ou des aliments).

L’exposition a proximité des lieux d’épandage est considérée comme non

négligeable. L’analyse de I'ensemble des mesures réalisées par les Associations
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agréeées de surveillance de la qualité de I'air (AASQA) au début des années 2000 a
montré une importante saisonnalité de la présence de pesticides dans l'air (plus forte
pendant les périodes de traitements des cultures). L'utilisation de pesticides a domicile
apparait également comme une source possible d’exposition par voie respiratoire,

notamment les formes aérosols, pulvérisées, ainsi que les poudres.

Notre modele d’exposition prend en compte l'importance de cette voie d’ou
notre traitement par voie nasale pour mimer I'exposition des agriculteurs et des
personnes vivant a proximité des lieux de cultures intensives. L’exposition par voie
nasale est d’autant plus importante pour I'’étude de la neurotoxicité du GLA car la voie
nasale constitue une porte d’entrée directe dans le cerveau via I'épithélium olfactif
sans passer par la BHE (Hanson and Frey, 2008).

Le transport direct du nez vers le cerveau a travers les terminaisons neuronales
olfactives (Balin et al., 1986; Thorne et al., 1995; Thorne et al., 2004) aprés le dépot
par voie intra-nasale et I'absorption sur I'épithélium olfactif (Djupesland et al., 2006)
fournit un moyen non invasif pour contourner la BHE dans le cadre d’administration de
medicaments (Pardridge, 1998). Néanmoins, cette voie peut inoculer d’autres
substances présentes dans l'air et notamment des pesticides.

Il existe deux principaux moyens pouvant transporter les substances via les
terminaisons nerveuses olfactives (figure 25) : le transport intracellulaire et le transport
extracellulaire. Le transport intracellulaire a partir d’'un dépét sur I'épithélium olfactif se
produit par l'absorption de ce dernier par les neurones sensoriels olfactifs par
endocytose (Thorne et al., 1995). Le transport extracellulaire, favorisant les molécules
hydrophiles avec plus grand poids moléculaire, se produit par diffusion paracellulaire
a la fois au niveau de I'épithélium olfactif et dans les voies respiratoires (Balin et al.,
1986). Dans le cas des fibres nerveuses olfactives, le transport extracellulaire a lieu
dans un canal continu partant de I'épithélium olfactif vers le bulbe olfactif. Ce canal est
formé par les cellules environnantes qui entourent les fibres nerveuses olfactives (Li
et al., 2005).
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Figure 25 : Le transport des agents administrés par voie intranasale pour le systéeme nerveux central

Les agents psychopharmacologiques administrés par voie intranasale peuvent atteindre des destinations
centrales indirectement via l'absorption capillaire sanguine (1), ou directement par lintermédiaire des
terminaisons neuronales olfactives (2) ou par la route de fibres nerveuses trigeminales (3). D’aprés (Quintana et
al., 2016).

b) Dose d’exposition

L’administration par la voie intranasale fournit beaucoup d’avantages dans le
cadre d’administration de médicaments, notamment la rapidité pour que les
substances atteignent le cerveau et pour leur biodisponibilité. Mais une exposition par
un pesticide tel que le GLA, méme a de tres faibles doses, peut avoir des
conséquences désastreuses sur la santé. La question sur la fiabilité des doses
journalieres acceptables (DJA) ou doses minimales sans effet néfaste (NOAEL) du
GLA est légitime. La NOAEL du GLA calculé pour la souris est 11 mg/kg/jour (Meyer,
1991). Or, dans notre étude, nous avons utilisé des doses nettement inférieures
(0.2mg/kg et 1 mg/kg trois fois par semaine seulement) mais causant des
perturbations importantes au niveau du SNC. La fiabilité de cette NOAEL peut étre
remise en cause car elle dépend de beaucoup de paramétres comme les protocoles
expérimentaux choisis, le nombre d’'individus utilisés, ou de la variabilité de la réponse
biologique des animaux en fonction de I'dge ou du sexe par exemple. Les données
toxicologiques obtenues sur I'animal de laboratoire ne peuvent pas servir directement
a protéger 'hnomme. Elles nécessitent une extrapolation en les corrigeant par des

facteurs d’incertitude ou de sécurité beaucoup plus important de ce que l'on fait a
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I’heure actuelle, et tenir compte a la fois de la différence de sensibilité de I’'homme par
rapport a I'animal. Ce facteur d’incertitudes est de 1*1000 pour les composés

potentiellement cancérigénes, et il est de 1*100 pour le reste des coposeés.
c) Période d’exposition

Les conséquences de I'exposition au GLA sont d’autant plus importantes quand
elle se fait durant la gestation et I'allaitement, deux périodes cruciales dans le
développement. Les effets potentiels des pesticides sur le foetus et les nourrissons
sont particulierement préoccupants, car ces pesticides traversent le placenta, et sont
retrouvés dans le lait maternel pendant I'allaitement (Perera et al., 2005). Pendant la
gestation, le placenta joue un réle majeur dans la nutrition et la croissance de
I'embryon, dans la régulation des fonctions endocriniennes et la biotransformation des
médicaments (Gude et al., 2004; Haggarty et al., 2002; Sastry, 1999). Les échanges
impliquent, non seulement, les constituants physiologiques, mais aussi des
substances présentant un risque pathologique pour le feetus comme les xénobiotiques
tels que les médicaments, les additifs alimentaires, les pesticides et les polluants de
I'environnement (Myllynen et al., 2005). Aris et Leblanc ont démontré par dosage la
présence du GLA de 'ordre de 30 ng / ml de sérum dans une cohorte de 39 femmes
non enceintes (Aris and Leblanc, 2011). La forme GLA n’est pas détectable chez les
femmes enceintes, en revanche, le 3-MPPA, I'un des métabolites du GLA est présent
chez les méres et dans les cordons ombilicaux des foetus (Aris and Leblanc, 2011).
L’étude des effets du pesticide est importante mais les connaissances de sa
métabolisation et les effets de ses métabolites sont plus que nécessaires dans la

comprehension du mode d’action du glufosinate d’ammonium.
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Conclusion générale

Mes travaux de thése ont permis I'étude de plusieurs aspects sur le
développement cérébral d’'une exposition a de trés faibles doses au glufosinate
d’ammonium durant la période périnatale par l'utilisation d’'un modele murin. Deux
faibles doses sont utilisées pour cette étude (0.2 et 1 mg/kg/3 fois par semaine par
voie intranasal). Dans une premiére partie, notre problématique concernait la question
de la neurogenése et du comportement migratoire des neuroblastes.

Ce processus trés actif est responsable de la production des nouveaux
neurones dans le cerveau. Cette production se situe dans la SVZ formant la paroi des
ventricules latéraux. Les neuroblastes néoformés migrent via le RMS vers les BO. La
neurogenése est trés impliquée dans les processus olfactifs et notamment dans le
comportement social de la souris. Nous avons pu mettre en évidence, chez les souris
exposées en peérinatal au GLA, une altération de I'aspect général de la neurogenése
au niveau de la SVZ et du comportement migratoire de ces cellules qui, normalement,
migrent d’'une fagon trés particuliére et spécifique. En effet les neuroblastes migrent
en chaines avec un mouvement saltatoire et dans une direction bien déterminée. La
production de nouveaux neurones est diminuée chez les GLAO.2. La migration des
neuroblastes est retardée dans les deux conditions.

En effet, on observe une accumulation des neuroblastes au niveau de la SVZ
chez les GLAO.2 et des migrations ectopiques chez les GLA1. Dans les deux cas, les
neuroblastes ont du mal a atteindre les BO. Des mécanismes de compensations se
sont mis en place comme la surexpression de la Reelin et la diminution de I'apoptose
au niveau des bulbes olfactifs pour pallier au manque de neuroblastes qui atteignent
les bulbes olfactifs. Pour mieux comprendre ce phénomeéne, il serait intéressant
d’étudier les parametres dynamiques de cette migration par vidéo-microscopie,
notamment les aspects de vitesse, de saltation et de contacts cellules-cellules.

En deuxiéme lieu, nous avons effectué une analyse globale du transcriptome
au niveau cérébral pour une analyse plus fine des voies de signalisations dérégulées.
L’une des voies fortement dérégulées est la voie de la régulation du cytosquelette. Les
données obtenues suite a I'analyse transcriptomique soulignent I'effet du GLA sur le
cytosquelette et la migration cellulaire.
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Les cibles du GLA chez la souris sont inconnues, mais étant donné I'analogie
structurale du GLA avec le glutamate, tous les systémes utilisant le glutamate sont
donc des cibles potentielles. Au niveau du cytosquelette, le glutamate intervient dans
la stabilité des microtubules via le phénoméne de polyglutamylation. La seconde partie
de notre travail est basée sur I'étude des effets du glufosinate d’'ammonium au niveau
du cytosquelette. Pour ce faire, nous avons choisi un modele cellulaire. Nos résultats
montrent des perturbations au niveau de la polyglutamylation, des blocages de la
différenciation cellulaire et des ralentissements de la croissance cellulaire. Ces

perturbations pourraient donc étre a l'origine des problémes de migration des
neuroblastes observés au niveau de la SVZ.

Il a été déja montré par Wei et ses collaborateurs qu'une perturbation des
mécanismes de prolifération de la SVZ a un age précoce, chez la souris, provoquait
des troubles de l'anxiété, de mémoire et une incapacité a interagir avec d'autres
congéneres a l'age adulte (Wei et al., 2011). Cette étude nous a poussés a nous
interroger sur les conséquences comportementales d’'une telle exposition au GLA
pendant les phases précoces du développement. Dans la derniére partie de la thése,
nos travaux se sont focalisés sur I'analyse comportementale. Une batterie de tests
comportementaux est réalisée sur la progéniture pendant les premiers jours aprés leur
naissance et I'age adulte. Nos résultats montrent des effets déléteres de I'exposition
maternelle au GLA sur le développement des premiers réflexes sensori-moteurs, de
la vocalisation ultrasonique dans les premiers jours de développement et des
altérations des comportements affiliatifs et olfactifs a I'age adulte. La réactivité
émotionnelle et la mémoire émotionnelle sont restées inchangées. Ces altérations
comportementales ont montré une ressemblance avec les altérations
comportementales observées dans des modéles animaux des troubles du spectre

autistique.

Nous pouvons dire donc que l'exposition périnatale au GLA induit des
changements au niveau cellulaire avec des conséquences au niveau comportemental
et provoque des troubles du développement importants notamment des troubles du
spectre autistique. Plusieurs études mettent en garde sur les dangers des pesticides.
Les femmes enceintes, vivant a proximité des espaces ou les pesticides sont
appliqués, semblent présenter un risque accru d'avoir des enfants avec des traits

autistiques. L'autisme est une perturbation du développement du cerveau avec une
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incidence économique trés importante a la charge de la société, il est donc
indispensable de comprendre les causes environnementales de ce type de maladies
et essayer de limiter I'impact et I'exposition des populations a des produits tel que le

glufosinate d’ammonium.

Perspectives

Nous avons démontré dans cette étude que I'exposition au GLA en périnatal
provoque des troubles du comportement et des problemes au niveau de la
neurogenése et de la migration des neuroblastes de la SVZ vers les BO. Ce
phénoméne de neurogenése est aussi présent au niveau de I'hippocampe. Il est donc
nécessaire d’approfondir les recherches dans cet axe-la, et de découvrir si I'effet du
GLA est seulement au niveau de la SVZ ou s'il est généralisé a tous ces systemes. Le
circuit olfactif est complexe. En effet, des projections axonales sortent des cellules
mitrales des BO et finissent dans le noyau olfactif. Les connexions réémises vont vers
le cortex limbique et I'hippocampe. On comprend ainsi le role de l'olfaction dans

beaucoup de comportement comme la mémoire, I'émotion, I'humeur...

Des études précédentes ont mis en évidence des effets inhibiteurs du GLA sur
la GS in vitro ou quand il est ajouté directement dans des homogénats de cerveau,
mais cet effet inhibiteur n’est pas retrouvé au niveau cérébral chez des animaux traités
par la voie intrapéritonéale. Dans ce cas-l3, il serait intéressant de bien approfondir les
études afin de définir plus précisément les cibles du GLA (canaux ioniques,
transporteurs, ...) et de comprendre son mode d’action au niveau cérébral et dans

d’autres organes des animaux exposes.

A I'heure actuelle, plusieurs cibles potentielles sont incriminées. Tous les systémes
utilisant le glutamate sont fragiles vis-a-vis d’une exposition au glufosinate
d’ammonium. En effet le systéme glutamatergique (glutamine synthétase, récepteurs
ionotropiques et métabotropiques) n’est pas exclusivement localisé dans le systéme
nerveux mais est également présent dans différents organes comme le pancréas, les

reins, les poumons et les cellules immunitaires.

Plusieurs études épidémiologiques ont rapporté que I'exposition aux pesticides est
associée a des maladies respiratoires et des perturbations du systeme immunitaire
(Amaral, 2014; Henneberger et al., 2014). Des études immuno-toxicologiques sont en
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cours dans notre laboratoire sur cet aspect-la. Les résultats préliminaires montrent une
augmentation des niveaux de certaines cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-1(3 et

le recrutement de neutrophiles et de lymphocytes dans les poumons.

Une fois dans l'organisme, le GLA peut étre métabolisé. Il serait donc également
nécessaire d’identifier les mécanismes de métabolisation et les différents métabolites
qui peuvent aussi avoir des effets délétéres sur la santé. Des études préliminaires sont
conduites dans notre laboratoire et il semble que seul le PPTO (le premier métabolite
issu de la dégradation du GLA) induise des crises d’épilepsie et son activité est plus
importante que le produit initial.

Notre modeéle d’exposition par voie intranasale est un modéle tres intéressant, car il
mime I'exposition répétée des personnes a proximité des champs de cultures traités
aux pesticides. L'exposition par voie intranasale est une voie qui peut s’affranchir de
la barriere hématoencéphalique (BHE) pour atteindre le cerveau mais les voies
respiratoires sont aussi pleinement exposées. Notre étude montre un effet
neurotoxique qui peut conduire a des troubles du spectre autistique mais il ne faut pas
négliger les autres effets potentiels de cette molécule, que ce soit au niveau cérébral,
respiratoire ou digestif (dans les cas d’'une exposition par voie orale) qui restent encore
a etudier.
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Annexe

Analyse transcriptomique - database « ASD : Autism Spectrum Disorder »

Méthode :

Les puces d'expression (Affymetrix Mice Exon 1.0 ST array 1.0, Affymetrix,
Santa Clara, CA) sont réalisées sur les ARNs totaux extraits des cerveaux de
souriceaux a PND15. Le protocole général est décrit en figure 9. Brievement, a partir
des ARNSs totaux (200 ng), les ARNm sont spécifiquement rétro-transcrits en ADNc
(ADN complémentaire) simple brin puis double brin. L’obtention de ces ADNdbs,
spécifiques des ARNm, sont la matrice pour une expansion transcriptomique générale
de tous les ARNm par transcription in vitro (IVT). Aprés 18 heures d'IVT, nous avons
généreés une grande quantité d’ARNc (en moyenne 1500ng/ul). Aprés purification sur
billes magnétiques, les ARNc sont rétro-transcrits en présence de dUTP modifiés
(désoxy-uracil tri-phosphate) et de dTTP (désoxy-thymine tri-phosphate) pour obtenir
des ADNc « marqués ». Les matrices d’ARNc sont dégradées par de la RNAse H.
Aprés une nouvelle purification sur billes magnétiques, nous obtenons une quantité
suffisante d’ADNc marqués pour I'hybridation finale (5500 ng d’ADNc). Cependant,
avant cette derniere étape, les ADNc sont fragmentés par deux enzymes spécifiques
(UDG (Uracil DNA Glycosylase) et APE1 (Endonucléase Apurinic-Apyrimidinic
humain)) puis marqués en 3’ par de la biotine grace a I'enzyme TDT (Terminal
Deoxynucleotidyl Transférase). Une fois marqués les 5500 ng d’ADNc sont injectés
dans la puce EXON1.0 Aprés hybridation pendant 16 heures a 18 heures et lavage
des puces, ces derniéres sont scannées par un laser argon 488 nm permettant
d’obtenir les mesures de fluorescence pour chaque fragment d’ADNCc.

A l'aide du logiciel Genescpring X, l'intensité de fluorescence de chaque exon
de chaque ARNm de départ est calculée. L'intensité de fluorescence émise est
proportionnelle a la concentration (en UA) de ce fragment d’ADNc et donc a la quantité
initiale (en UA) « d’expression génique ». Ce logiciel permet d’obtenir les listes de
genes significativement dérégulés entre nos échantillons Controles, GLAO.2 et GLA1.
L’analyse statistique réalisée, et validée par la littérature, est une analyse ANOVA
globale, suivie d’un test post-Hoc, et d’'une correction mathématique de Benjaminin
Hochberg. Dans un souci d’éviter le plus possibles les faux-positifs, une fois la liste
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des génes significativement dérégulés nous nous focalisons uniquement sur ceux dont
les variations sont de plus de 20% (analyse de Fold-Change 1.2).

Dans notre étude, nous n’avons pas étudié I'ensemble des génes de la cellule
mais nous nous sommes focalisés, dans cette annexe, sur les génes connus pour étre
impliqués dans les ASD. La liste de ces génes a été obtenue sur la base de données
« Autism Database » (Matuszek and Talebizadeh, 2009).

Résultats

Dans cet axe nous nous sommes intéressés a savoir si les altérations
moléculaires comportementales observées apres le traitement périnatal au GLA
pouvaient étre associées ou expliquées par la perturbation de génes d’ « autisme ».

Grace ala base de données « Autism database » nous avons trouvé 192 génes
impliqués dans les ASD. De maniere générale, 143 génes parmi les 192 sont
significativement dérégulés chez les GLAO.2 et/ou GLA1 par comparaison au groupe
CTL (tableau 9). Parmi ces 143 génes, 50 génes (34,9 %) présentent une dérégulation
de plus de 20% (1.2 FC) chez les animaux GLAO.2 et GLA1 (Tableau 9). Pour étre
plus précis, 9 génes sont dérégulés entre GLAO.2 et CTL tandis que 36 génes sont
dérégulés entre GLA1 et CTL (37 genes sont surexprimeés et 36 sous-exprimeés). Seuls
5 génes sont dérégulés en commun a GLAO.2 et GLA1, avec, sauf pour 1 géne, des
sens de variation différents entre GLAO.2 et GLA1 (Tableau 9).

Ces résultats montrent un effet dose de I'exposition au GLA sur le nombre de
géne du cytosquelette dérégulé, mais aussi un caractére spécifique de ces
dérégulations puisque, in fine, seul 1 géne est commun en dérégulation et en sens de
variations. Le traitement au GLA a donc un impact fort sur les voies d'expression de
« 'autisme ».

Ces résultats montrent que le traitement au GLA altere de maniere significative
les génes « d’autisme ». Ainsi, il est compréhensible que nous retrouvions des

anomalies comportementales comparables aux ASD.

Tableau 8 : Liste des genes impliqués dans des pathologies ASD dérégulés par I'exposition périnatale au GLA
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Transcripts FC([GLA FC([GLA L.
Cluster Id 0.2 mg/kg] 1.0 mg/kg] Gene Description Gene Symbole
vs [CTRL]) vs [CTRL])

6929458 1.2670786  -1.8851146  dipeptidylpeptidase 6 Dpp6
6869223 1.3133395 -1.8003786 phosphatase and tensin homolog Pten
6887327 1.2403033  -1.2305709 | sodium channel, voltage-gated, type |, alpha | RIKEN cDNA Scnla|A230059G12Rik

A230059G12 gene
6966233 -1.4486128 1.4338192  macrophage migration inhibitory factor Mif
6985957 -1.2150182  -1.4127473  ankyrin repeat domain 11 Ankrd11
6859935 1.1259978 -1.4049746  adenomatosis polyposis coli Apc
6936589 1.0436352  -1.3989779 reelin Reln
7012305 1.1742301 -1.3701109  dystrophin, muscular dystrophy Dmd
6823284 1.1855932  -1.3612919 potassium large conductance calcium-activated channel, Kcnmal

subfamily M, alpha member 1
6843861 1.0421512 -1.3410223  glutamate receptor, ionotropic, NMDA2A (epsilon 1) Grin2a
6858134 1.0787467  -1.3310672  neurexin | Nrxnl
6903711 1.0363065  -1.3052648 neuroligin 1 Nignl
6783337 1.1004288 -1.3031278 benzodiazapine receptor associated protein 1 Bzrapl
6794766 1.0530518 -1.3024753  neuron-glia-CAM-related cell adhesion molecule Nrcam
6922382 1.0210165  -1.2860717  astrotactin 2 Astn2
6801395 1.0578177 -1.2761389 MAM domain containing glycosylphosphatidylinositol anchor Mdga2
6774659 1.0364871 -1.2681154 3eceptor accessory protein 3 Reep3
6974220 -1.017473 -1.262152 discs, large (Drosophila) homolog-associated protein 2 Dlgap2
6782776 1.1193842  -1.2605711 neurofibromatosis 1 Nfl
6960931 1.07119 -1.2357483  ubiquitin protein ligase E3A Ube3a
6829591 -1.0881605 -1.2252938 sema domain, seven thrombospondin repeats (type 1 and Sema5a

type 1-like), transmembrane domain (TM) and short

cytoplasmic domain, (semaphorin) 5A
6749911 -1.0417604  -1.2106038  neuropilin 2 Nrp2
6764138 -1.1226331  -1.2049912  ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 2 polypeptide Atpla2
6869013 -1.0356289 -1.203936 solute carrier family 1 (neuronal/epithelial high affinity Slc1al|4430402118Rik

glutamate transporter, system Xag), member 1 | RIKEN cDNA

4430402118 gene
7014982 -1.2804899 -1.1249604 adaptor-related protein complex 1, sigma 2 subunit Apls2
7012862 -1.2452599 -1.06373 neuroligin 3 Nign3
6941374 -1.2039977 1.0332973  heat shock protein 8 Hspb8
6887450 -1.2663231 1.0722457  serine/threonine kinase 39, STE20/SPS1 homolog (yeast) Stk39
6777176 -1.4918879 1.1098784  tryptophan hydroxylase 2 Tph2
6775370 -1.2143719 1.1242065 methyl-CpG binding domain protein 3 Mbd3
6972168 -1.6105033 1.1907961 interferon induced transmembrane protein 3 Ifitm3
6965348 -1.0890988 1.204684 7-dehydrocholesterol reductase Dhcr7
7017690 -1.0937941 1.2171323  RAB39B, member RAS oncogene family Rab39b
6753917 1.0279727 1.2179854  prostaglandin-endoperoxide synthase 2 Ptgs2
6899152 -1.1721867 1.2280631  Ras-like without CAAX 1 Ritl
6844653 1.0339851 1.2303587 B-cell leukemia/lymphoma 6 Bcl6
6866021 1.0983453 1.2474316 adrenergic receptor, beta 2 Adrb2
6943974 1.0614167 1.25142 tachykinin 1 Tacl
6995503 -1.0294454 1.2613597  6-pyruvoyl-tetrahydropterin synthase Pts
6794648 -1.1134688 1.3002629 IMP2 inner mitochondrial membrane peptidase-like (S. Immp2l|

cerevisiae)
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7011603
6908078

6839788
6854760
6967542

6933072
6832079
6992332
6993524
6991461

-1.0755514

-1.1777847

-1.0566921
-1.0420585
-1.0575173

-1.0771035
-1.1315472
-1.0148205
1.23326
1.2471147

1.3117949

1.3173264

1.3291864
1.3435034
1.344331

1.3490024
1.3512352
1.6746818
1.057774
-1.0623244

eukaryotic translation initiation factor 4E

glutathione S-transferase, mu 1 | glutathione S-transferase,
mu 3
DiGeorge syndrome critical region gene 6

glyoxalase 1

non imprinted in Prader-Willi/Angelman syndrome 1 homolog
(human)
secreted phosphoprotein 1

adenylosuccinate lyase
glutathione peroxidase 1
melatonin receptor 1B

solute carrier family 9 (sodium/hydrogen exchanger),
member 9

Eifde

Gstm1|Gstm3

Dgcr6
Glol
Nipal

Sppl

Adsl

Gpx1
Mtnrlb
Slc9a9
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Ameziane HERZINE

Etudes des effets neurodéveloppementaux induits par
I’exposition périnatale a un pesticide, le glufosinate
d’ammonium

De la neurogenése au comportement

Résumé

Le glufosinate d’'ammonium (GLA) est un herbicide largement utilisé dans l'agriculture. Comme
cela est le cas pour la plupart des pesticides, ses effets neurotoxiques et développementaux
n'ont été que partiellement étudiés. L'exposition précoce des pesticides peut affaiblir la
structure de base du développement du cerveau et provoquer des changements permanents
conduisant un large éventail d'effets a long terme sur la santé et/ou sur le comportement. Mes
travaux de thése ont permis de montrer que I'exposition périnatale a de faibles doses de GLA
induisait des perturbations de la neurogenése et de la migration des neuroblastes au niveau
de la zone sous ventriculaire vers les bulbes olfactifs. De plus I'analyse transcriptomique
cérébrale montre une modification significative de I'expression de nombreux génes
responsables de la dynamique du cytosquelette impliqué dans la régulation de la migration
des neuroblastes. Etant un analogue structural du glutamate, le GLA pourrait agir sur le
cytosquelette via la modification de la polyglutamylation de la tubuline. Cette hypothese
expliquerait les altérations cellulaires observées. Par ailleurs, avons mis en évidence dans
cette étude, des troubles du comportement des souris exposées semblables a ceux
observables chez les modéles murins des « troubles du spectre autistique » (ASD-like).

Mots-clés : Glufosinate d’ammonium, Pesticide, Migration neuroblastique, SVZ,
Neurodéveloppement, Polyglutamylation, Neurotoxicologie, Trouble du Spectre Autistique.

Neurodevelopmental effects caused by prenatal exposure to a pesticide, glufosinate ammonium

from neurogenesis to behavior

Abstract

Glufosinate ammonium (GLA) is one of the most widely used herbicides in agriculture. As for
almost all pesticides, potential adverse effects of GLA have not been investigated in the brain
developmental neurotoxicity perspective. Indeed, early pesticides exposure may weaken the
developing brain and cause permanent brain alteration which could lead to a wide range of the
lifelong effects on health and/or behavior. As an illustration, we showed that perinatal exposure
to low doses of GLA induced behavioral defects in mice adulthood, characterized by many
similarities with Autism Spectrum Disorders phenotype. My thesis deals with the molecular
aspect of this perinatal GLA exposure. | demonstrated that GLA induced disturbances of
proliferation and neuroblast migration from the subventricular zone to the olfactory bulbs.
These defects were associated with significant change in the expression of many genes
involved in neuroblast migration and cytoskeleton regulation as observed by brain
transcriptome analysis. | showed that GLA act on the cytoskeleton through modification of
polyglutamylation of tubulin which lead to cell division/migration disturbances and cell
differentiation defect. My work thus provides a new molecular link between pre- and post-natal
exposure to the herbicide GLA and the onset of ASD like phenotype later in life. It also raises
the fundamental concerns about the ability of current safety testing to assess risks of pesticide
exposure during critical developmental periods.

Keywords: Glufosinate ammonium, Pesticide, Neuroblasts migration, SVZ, Neuro-

development, Polyglutamylation, Neurotoxicology, Autism Spectrum Disorder.
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