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ABREVIATIONS 
A  

A1 à A7 Groupements cellulaires noradrénergiques 1 à 7 

A5 Région noradrénergique A5 

ADP Adénosine diphosphate 

Aica Artère inférieure cérébelleuse antérieure 

AKT Protéine kinase B 

AM Acidose métabolique 

AMP Adénosine monophosphate 

AMPc Adénosine monophosphate cyclique 

AP-1 Activator protein complex 1 

Aq Aqueduc de Sylvius 

ARNm Acide ribonucléique messager 

ATP Adénosine Tri-Phosphate 

  

B  

B1 à B9 Groupements cellulaires sérotoninergiques 1 à 9 

BDNF Facteur neurotrophique dérivé du cerveau (Brain-derived neurotrophic factor) 

BHE Barrière hémato-encéphalique 

BötC Complexe de Bötzinger 

  

C  

C4 4e racine nerveuse cervicale ventrale  

C1 à C3 Groupements cellulaires adrénergiques 1 à 3 

c-FOS FBJ osteosarcoma oncogene homolog (protéine humain/rongeur) 

c-fos FBJ osteosarcoma oncogene homolog (gène rongeur) 

CCHS Syndrome d’hypoventilayion centrale congénitale (Congenital CHS) 

CCR Commande centrale respiratoire 

ChAT Acétylcholine transférase (Choline acetyltransferase) 

CHS Syndrome d’hypoventilation centrale (Central hpoventilation syndromes) 

cNTS Subdivision commissurale du noyau du tractus solitaire 

CO2 Dioxyde de carbone 

CREB cAMP response element binding protein 

  



 

D  

DHEAS Déhydroépiandrostérone sulfate 

dlPAG Subdivision dorsolatérale de la substance grise périaqueductale 

DMH Noyau hypothalamique dorsomédian 

DMSO Diméthyl sulfoxide 

dPAG Subdivision dorsale de la substance grise périaqueductale 

DRG Groupe respiratoire dorsal 

  

E  

E Phase expiratoire  

e-pF Groupe parafacial embryonnaire 

E1 Première phase de l'expiration ou expiration précoce 

E2 Deuxième phase de l’expiration ou expiration tardive 

EMG Électromyogramme 

Epo Érytropoïétine 

Epo-R Récepteur à l’érythropoïétine 

ERK Extracellular signal-regulated kinase 

ETO Étonogestrel 

  

F  

FiCO2 Fraction en CO2 dans l’air inspiré 

FiO2 Fraction en O2 dans l’air inspiré 

fR Fréquence respiratoire 

  

G  

GABA Acide gamma-aminobutyrique (Gamma-amino butyric acid) 

GABAA Récepteur GABA de type A 

GABAB Récepteur GABA de type B 

GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein 

GFP Green Fluorescent Protein 

Gi Protéine G inhibitrice de l’Adénylate cyclase 

GPR4 Proton-sensing G-protein coupled receptor 4 

 Gq Protéine G stimulatrice de la phospholipase C 

Gs Protéine G stimulatrice de l’adénylate cyclase 

  



 

H  

HIC Hypoxie intermittente chronique 

HIF-1 et -2 Hypoxia inducible factors 1 et 2 

HRE Hormone response element 

  

I  

I Phase inspiratoire 

IAH Index d’apnées et d’hypopnées 

ICAN Courant cationique non sélectif activé par le calcium 

IMC Indice de masse corporelle 

INAP Courant entrant sodique persistant 

IntC4 Amplitude de l’acticité intégrée de la racine C4 

  

K  

KCC2 Co-transporteur potassium-chlorure, isoforme 2 

KF Noyau Kölliker-Fuse 

KO Knock-out 

  

L  

LC Locus coeruleus 

LCRa Liquide céphalo-rachidien artificiel 

LepR Récepteur à la Leptine 

LH Aire hypothalamique latérale 

LO-CCHS CCHS à révélation tardive (Late onset-CCHS) 

lPB Subdivision latérale du noyau parabrachial 

LPGi Noyau réticulaire paragigantocellulaire latéral 

LTF Facilitation à long terme ou Long-term facilitation 

LTP Potentialisation à long terme ou Long-term potentiation 

  

M  

MAPK Mitogen-activated protein kinase 

MC3/4-R Récepteur aux mélanocortine de type 3 ou de type 4 

MET Méthysergide 

mNTS Subdivision médiane du noyau du tractus solitaire 

mPB Subdivision médiane du noyau parabrachial 



 

M  

mPR Récepteur membranaire à la progestérone  

  

N  

N2  Diazote 

NA Noradrénaline 

NF-B Nuclear factor kappa B 

NK1R Récepteur à la neurokinine 1 

NKCC1 Co-transporteur sodium-potassium-chlorure, isoforme 1 

NMDA N-méthyl-D-aspartate 

NPARM Mutation non liée à une expansion de répétition polyalanine 

nPR Récepteur nucléaire à la progestérone  

NPY Neuropeptide Y 

NREM Sommeil lent (Non-rapid eye movement sleep) 

NTS Noyau du tractus solitaire 

  

O  

O2 Dioxygène 

Ob-R Récepteur à la leptine 

OHS Syndrome d’hypoventilatoin lié à l’obésité (Obesity hypoventilation syndrome) 

  

P  

P2X Récepteurs ionotropiques à l’ATP 

Pa Pression partielle artérielle 

PaCO2 Pression partielle artérielle en CO2  

PAG Substance grise périaquéductale ou Periaqueductal gray 

PaLM Subdivision latérale magnocellulaire du noyau paraventriculaire  

PaLP Subdivision latérale parvoocellulaire du noyau paraventriculaire 

PaO2 Pression partielle artérielle en O2 

PAQR Récepteurs de la famille des adipoQ 

PARM εutation d’expansion de répétition polyalanine 

PB Noyau parabrachial 

PETCO2 Pression de CO2 en fin d’expiration 

PFA Paraformaldéhyde 

pFRG Groupe respiratoire parafacial 



 

P  

PGRCM1 progesterone receptor membrane component 1 

PH Aire hypothalamique postérieure 

PHO2XB Paired-like Homeobox 2B (gène humain) 

PHOX2B Paired-like Homeobox 2B (protéine humain/rongeur) 

Phox2b Paired-like Homeobox 2B (gène rongeur) 

PI3K Phosphoinositide 3-kinase 

PiCo Complexe post-inspiratoire (Postinspiratory complex) 

POMC Pro-opiomélanocortine 

Post-I Phase post-Inspiratoire 

PP Groupe parapyramidal 

PPSE Potentiel post-synaptique excitateur 

PPSI Potentiel post-synaptique inhibiteur 

PRE Progesterone responsive element 

pré-BötC Complexe de pré-Bötzinger 

PRG Groupe respiratoire pontique 

PS Pregnenolone sulfate 

PtCO2 Pression tissulaire en CO2 

PtO2 Pression tissulaire en O2 

PVN Noyau paraventriculaire 

  

R  

REM Sommeil paradoxal (Rapid eye movement sleep) 

RMg Raphé magnus 

ROb Raphé obscurus 

ROS Dérivés réactifs de l’oxygène (Reactive oxygen species) 

RPa Raphé pallidus 

RTN Noyau rétrotrépézoïde 

rVLM Partie rostrale de la VLM 

  

S  

SAOS Syndrome d’apnées obstructives du sommeil 

SEM Erreur standard à a moyenne 

sEpo-R Récepteur soluble à l’Epo 

SNC Système nerveux central 



 

S  

sOb-R Récepteur soluble à la leptine 

SST Somatostatine 

STAT Signal transducteur and activator of transcrition 

SubC Noyau subcoeruleus 

  

T  

TASK Twik-related acid-sensitive K+ channel 

TH Tyrosine hydroxylase 

Tph L-tryptophane hydroxylase 

  

V  

VAS Voies aériennes supérieures 

V̇E Ventilation minute 

VEGF Vascular endothelial growth factor 

VLM Noyau réticulaire bulbaire ventro-latéral 

vlNTS Subdivision ventro-latérale du noyau du tractus solitaire 

vlPAG Subdivision ventro-latérale de la substance grise périaqueductale 

VM Ventilation mécanique 

VNI Ventilation non invasive 

VRG (c, i, r) Groupe respiratoire ventral (partie caudale, intermédiaire, rostrale) 

VT Volume courant 

  

Autres  

10N Noyau dorsomédian du nerf vague 

12N Noyau hypoglosse 

4V Quatrième ventricule 

5-HT 5-hydroxytryptamine 

7N Noyau facial 

IX Nerf glossopharyngien 

X Nerf vague 

XII Nerf hypoglosse 

XI Nerf spinal ou accessoire 

μOR μ opioid receptor (récepteurs μ aux opioïdes) 

1 et 2 Récepteurs adrénergiques couplés aux protéines G Gq (1) et Gi (2) 
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Présentation et objectifs scientifiques du travail doctoral 

δes syndromes d’hypoventilation centrale (CHS) sont des pathologies neuro-

respiratoires qui résultent de perturbations neurologiques affectant les structures encéphaliques 

responsables de l’élaboration et de la modulation de la commande centrale respiratoire et la 
rendent donc déficitaire. Ils se caractérisent par une abolition ou une réduction importante de la 

chémosensibilité au CO2/H+. δ’expression clinique se traduit par une hypoventilation alvéolaire 
pendant le sommeil mais aussi pendant l’éveil dans des cas sévères et par une altération de la 
réponse respiratoire à l’hypercapnie. A ce jour, il n’existe pas de traitement pharmacologique 

efficace (Gozal, 1998, Cielo & Marcus, 2014). Ce constat nous a conduit à étudier les 

mécanismes de modulation de la CCR de base ou lors d’une hypercapnie par 3 molécules 

distinctes (i.e. l’étonogestrel, l’érythropoïétine, la leptine) dont l’implication dans la réponse 
ventilatoire à l’hypercapnie préalablement démontrée ou suggérée a éveillé un intérêt 

thérapeutique. 

Les CHS regroupent différentes pathologies dont le syndrome d’hypoventilation 
alvéolaire centrale congénitale (CCHS ou syndrome d’Ondine) et le syndrome 

d’hypoventilation associé à l’obésité (OHS). Le CCHS se caractérise par une diminution 

importante ou une abolition de la chémosensibilité au CO2/H+ se traduisant cliniquement par 

une hypoventilation profonde pendant le sommeil. Ce syndrome est dû à une mutation du gène 

PHOX2B qui affecte, entre autres, le fonctionnement du réseau neuronal respiratoire (Amiel et 

al., 2003). Une observation clinique fortuite a mis en évidence, chez deux patientes adultes 

souffrant du syndrome d’Ondine, une récupération de la chémosensibilité au CO2/H+ après 18 

mois d’exposition à un contraceptif oral, le désogestrel (Straus et al., 2010).  En s’appuyant sur 
les effets facilitateurs déjà connus de la progestérone sur la CCR (Behan et al., 2003), 

l’hypothèse d’une implication du désogestrel et par extension son métabolite biologiquement 
actif, l’étonogestrel, dans cette récupération de la réponse ventilatoire à l’hypercapnie observée 
a été émise (Loiseau et al., 2014). Les patients OHS se caractérisent par un IMC >30kg/m2, une 

hypoventilation à l’éveil et au cours du sommeil. δes causes de cette hypoventilation sont 
multiples et non exclusives i.e. dysfonctionnement des centres respiratoires, coût excessif du 

travail des muscles respiratoires, altération des systèmes leptinergiques (Pierce & Brown, 

2015). Un des modèles animaux reproduisant le phénotype ventilatoire des patients OHS est la 

souris déficiente en leptine (ob/ob). Les travaux expérimentaux réalisés sur ce modèle murin 

démontrent que la leptine participe à la ventilation basale et module la réponse ventilatoire à 

l’hypercapnie en ayant une action stimulatrice sur la commande centrale respiratoire (O'Donnell 

et al., 2000, Bassi et al., 2016). Depuis quelques années, des études s’intéressent à l’implication 
de l’érythropoïétine dans les régulations centrales de la ventilation. En effet, les données de ces 
études indiquent que l’érythropoïétine cérébrale est un stimulant respiratoire qui augmente la 

ventilation basale (Yalcin et al., 2007) mais accentue aussi la réponse ventilatoire à l’hypoxie 
(Soliz et al., 2005, Voituron et al., 2014). Les régions encéphaliques impliquées dans ces effets 

de l’érythropoïétine sont également impliquées dans l’adaptation de la réponse ventilatoire à 



 

l’hypercapnie. Nous avons donc suggéré que l’érythropoïétine pourrait aussi moduler la 
réponse ventilatoire à l’hypercapnie. 

A travers la littérature et les études préliminaires, les données établissent ou suggèrent 

que la leptine, l’érythropoïétine et l’étonogestrel sont impliquées ou peuvent être impliquées 

dans les régulations centrales de la ventilation en hypercapnie. Cependant leurs mécanismes 

d’action ne sont pas bien connus. Dans ce contexte, l’objectif de mes travaux de thèse est 
d’identifier et décortiquer les mécanismes d’action centraux par lesquels ces trois molécules 

contribuent à la modulation de la commande centrale respiratoire en hypercapnie. In fine, notre 

objectif a été de dégager d’éventuelles pistes thérapeutiques pour traiter les patients qui 

souffrent de syndromes d’hypoventilation centrale. 
 

Plan du travail doctoral proposé  

Le plan de ce travail est essentiellement basé sur l’étude de la modulation par l’ETO, 
l’Epo et la leptine de la CCR en condition basale mais aussi de son adaptation à une hypercapnie 

ou à des situations la modélisant. Les expérimentations menées ont été réalisées des souris 

sauvages recevant de l’étonogestrel, des souris génétiquement modifiées sous-exprimant 

l’érythropoïétine (Epo-Tagh) et déficientes en leptine (ob/ob). Nos objectifs étaient d’une part 
de caractériser l’influence de ces molécules sur la ventilation de base et en hypercapnie et 

d’autre part de déterminer en parallèle leurs mécanismes d’action. 
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INTRODUCTION 
 

 

Nous rappellerons dans le premier chapitre introductif les différents aspects de la 

fonction ventilatoire chez les mammifères en décrivant l’anatomie de l’appareil respiratoire, la 
mécanique ventilatoire et sa régulation par une commande centrale dont nous avons abordé 

exclusivement la composante automatique. δe réseau neuronal respiratoire ainsi que d’autres 
structures pouvant l’influencer ont été décrits afin de donner une vision générale des groupes 

neuronaux impliqués dans l’élaboration et la modulation de la commande centrale respiratoire, 
nécessaire à la bonne lecture de ce travail. 

Dans le second chapitre nous nous sommes intéressés à la régulation chimique de la 

ventilation et particulièrement à la réponse à l’hypercapnie. Nous avons d’abord décrit la 
réponse ventilatoire à l’hypercapnie puis décortiqué les mécanismes périphériques et centraux 

identifiés à ce jour comme responsables de cette réponse.  

Le troisième chapitre s’est attaché à exposer certaines pathologies présentant un défaut 

de la commande centrale respiratoire, les syndromes d’hypoventilation centrale, et s’est conclu 
par un bref aperçu des pistes thérapeutiques engageant les trois molécules distinctes que sont 

l’étonogestrel, l’érythropoïétine et la leptine, dont l’implication dans la réponse ventilatoire à 
l’hypercapnie a été préalablement démontrée ou suggérée et qui pourraient être envisagées dans 

le traitement des pathologies présentant un défaut de la réponse ventilatoire à l’hypercapnie 

dépeintes en amont. 

Nous terminerons par un quatrième chapitre décrivant ces trois molécules d’intérêt 
susceptibles de potentialiser la réponse ventilatoire à l’hypercapnie. Nous nous sommes 

proposé d’aborder chacune d’entre elles, leurs récepteurs et mécanismes d’action, de dépeindre 
quelques-uns de leurs principaux effets biologiques et de détailler spécifiquement leurs effets 

sur la ventilation. 
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 La commande centrale respiratoire 

δ’étude de la commande centrale respiratoire ne pouvait se concevoir sans réunir 

préalablement quelques connaissances de physiologie respiratoire. 

 Les conceptions de la respiration de l’Antiquité à nos jours  

δ’observation du lien entre la vie et la respiration a suscité dès l’Antiquité de multiples 

interrogations. C’est à cette période que la science physiologique va connaître un 

développement considérable avec l’usage systématique des dissections et expérimentations 
animales et humaines qui ont permis la mise en place des bases de notre compréhension de la 

mécanique respiratoire et des échanges gazeux. Pour nous, l'acte de respirer, c'est-à-dire le flux 

d'air entrant et sortant des cavités nasale et buccale, sert évidemment le but de la respiration, 

c'est-à-dire l'échange vital de dioxygène (O2) et de dioxyde de carbone (CO2) entre un 

organisme et son environnement. Cependant, notre compréhension de la respiration est le 

résultat d'une longue succession de conceptions qui ont été tour à tour explorées sans qu’aucune 
ne l’emporte de manière décisive sur l’autre, à la recherche de ce qui justifiait l’absolue 
nécessité de l’air pour la vie (Debru, 2000).   

Aristote (IVe siècle avant J.-C.), philosophe et naturaliste, substitue la question du 

pourquoi des fonctions à celle du comment : « bien peu de naturalistes ont traité de la respiration 

; et presque aucun parmi ceux qui ont étudié cette fonction, n'a recherché à quelle fin elle a été 

donnée aux animaux » (Aristote, 1965). Se fondant sur une multitude de dissections effectuées 

sur les animaux, Aristote formule la théorie de régulation thermique de la respiration. Selon 

cette théorie, l’air nouveau qui pénètre dans le corps a pour fonction de le rafraîchir et par là de 

maintenir la chaleur animale : « La vie est à ces conditions dans les animaux qui respirent » 

(Aristote, 1965). En l’absence d’autre élément d’analyse comme la composition chimique de 
l’air, l’analogie avec le maintien de la flamme tenait lieu d’explication. Cinq siècles plus tard, 

le médecin grec Claudius Galien (IIe siècle après J.-C.) affirmait que l’organisme retirait de 
l’air inspiré, les « esprits vitaux », et rejetait avec l’air expiré des « vapeurs fuligineuses » 

(Debru, 1996). Il a énuméré les voies et les organes de la respiration puis les muscles mis en 

jeu et enfin étudié l’action des paires de nerfs crâniens et spinaux sur la contraction de ces 
muscles. Andreas Vesalius (1515-1564), dans son traité De humani corporis fabrica démontra 

expérimentalement le mécanisme de la ventilation. δe modèle était porcin et l’insufflation 
s’effectuait « au travers d’un roseau introduit dans le canal respiratoire jusqu’à ce que les 
poumons se déplissent fournissant à l’animal l’air qu’il lui faut pour vivre » (Gay, 2005). Ces 

expérimentations ne seront reprises avec la notion d’échanges gazeux associée au phénomène 
mécanique qu’un siècle plus tard par Robert Hooke (16γ5–1703) qui, utilisant un modèle de 

poulet étranglé puis réanimé par ventilation manuelle au soufflet, démontra que « ce n’est pas 
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l’arrêt de la ventilation en lui-même qui est responsable du décès mais c’est le manque d’air 
frais » (West, 2014b). Ce premier pas dans la physiologie de la respiration sera complété par 
Joseph Black (17β8– 1799) qui mit en évidence dans l’air expiré un produit « méphitique » que 

l’on connaît aujourd’hui sous le nom de dioxyde de carbone (CO2) et par Joseph Priestley 

(1733–1804) qui isola le dioxygène (O2), « the vital or dephlogisticated air » (West, 2014a). 

Enfin, Antoine Laurent de Lavoisier (1743–1794) démontra que la respiration est comparable 

à une combustion lente qui se produit dans les poumons, consomme de l’O2, rejette du CO2 et 

de l’eau et dégage de la chaleur qui se diffuse dans l’organisme (Karamanou & Androutsos, 

2013). A partir du 20e siècle, s’ajoute au concept de la respiration relativement abouti de 
Lavoisier, le concept de l’homéostasie (Brown & Fee, 2002) introduit en 1926 par Walter 

Cannon (pressenti de nombreuses fois pour l’attribution du prix Nobel) qui a décrit « la fight-

or-flight response » c’est-à-dire la capacité des organismes vivants à survivre dans des 

environnements stressants et variables symbolisant leur capacité à maintenir un environnement 

interne stable. Il forgea sur le socle de cette observation le concept d’homéostasie, définissant 
le maintien, par des systèmes de contrôles physiologiques, des conditions de relative stabilité 

interne au sein des organismes. La ventilation participe à ce maintien et s’inscrit comme une 
grande fonction physiologique indispensable à la vie. 

Aujourd’hui, avec l’apport de ces différentes conceptions, il apparait que la respiration 
est subordonnée au fonctionnement de deux processus successifs, la ventilation pulmonaire et 

les échanges gazeux. La ventilation pulmonaire ou respiration physiologique est un phénomène 

mécanique qui définit la mobilisation cyclique d’un volume d’air depuis le milieu extérieur vers 
les alvéoles pulmonaires et assure ainsi le renouvellement des gaz alvéolaires. Les échanges 

gazeux définissent les processus impliqués pour transporter le gaz métaboliquement actif de 

l’air ambiant, l’O2, depuis l’espace alvéolaire vers la mitochondrie afin d’assurer la respiration 
cellulaire et, dans le sens inverse, le CO2, afin d’évacuer le déchet de la respiration cellulaire 

(Figure 1). C’est cette dernière qui sert in fine le but ultime de la respiration en régénérant, 

principalement par le biais de la chaine respiratoire mitochondriale, la source d’énergie 
cellulaire, l’adénosine triphosphate, nécessaire au fonctionnement de notre organisme à tous les 

échelons (réactions chimiques du métabolisme, division cellulaire, transport actif d'espèces 

chimiques à travers les membranes biologiques), par combustion des glucides et des lipides en 

présence d’O2. Ce processus métabolique consomme de l’O2 et produit du CO2. Ainsi la 

ventilation répond aux besoins d’un apport en O2 aux cellules et d’élimination du CO2, déchet 

métabolique. La ventilation et les échanges gazeux sont donc régulés et adaptés constamment 

en fonction des différents besoins métaboliques de l’organisme ou aux conditions 
environnementales afin de maintenir l’homéostasie de son milieu intérieur. 
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Figure 1 : Représentation schématique des grands processus de la physiologie respiratoire 
La ventilation pulmonaire est un processus mécanique qui définit la mobilisation cyclique via 
l’inspiration et l’expiration d’un volume d’air depuis le milieu extérieur vers les alvéoles 
pulmonaires. Ce processus est sous le contrôle d’une commande centrale respiratoire. Les 
échanges gazeux définissent les processus impliqués dans les échanges des gaz depuis l’espace 
alvéolaire vers la mitochondrie et inversement. Les premiers échanges gazeux s’effectuent à 
travers la barrière alvéolo-capillaire pulmonaire. Les gaz sont ensuite transportés dans le sang 
via la circulation sanguine. Les seconds échanges gazeux ont lieu au niveau tissulaire par 
diffusion capillaro-tissulaire puis au sein de la mitochondrie. Mito : mitochondrie. Anne-

Sophie Perrin-Terrin 

Dans ce travail doctoral, nous nous intéresserons exclusivement à la ventilation chez les 

vertébrés, aux mécanismes de son contrôle et de son adaptation à l’hypercapnie. 

Nota bene : Nous confondrons dans la suite du manuscrit le terme de ventilation avec celui de 

respiration, au sens de la respiration physiologique, comme le fait usuellement la communauté 

scientifique. 
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 La ventilation pulmonaire 

La ventilation pulmonaire est un processus physiologique cyclique et ininterrompu qui 

définit les mouvements d’air dans l’échangeur pulmonaire. Nous verrons successivement 
comment l’anatomie et la structure de cet échangeur permettent d’assurer la ventilation 
pulmonaire, comment la mécanique ventilatoire permet de faire parvenir de l’air depuis le 
milieu extérieur jusqu’aux alvéoles, comment se font les échanges gazeux permettant d’assurer 
la respiration cellulaire et enfin comment la ventilation est contrôlée et adaptée en fonction des 

besoins métaboliques. 

1. Anatomie de l’appareil respiratoire 

a. Les poumons 

Les poumons sont contenus dans la cage thoracique, délimitée en arrière par le rachis 

dorsal, en avant par le sternum, latéralement par les 12 paires de côtes et les muscles 

intercostaux et en bas par le diaphragme (Figure 2). Le parenchyme pulmonaire est élastique et 

rend les poumons extrêmement distensibles. Les poumons sont accolés à la paroi thoracique 

par l’intermédiaire d’une membrane séreuse, la plèvre, dont le feuillet viscéral et le feuillet 
pariétal forment un espace virtuel où règne une pression négative. Cette dépression pleurale 

permet de maintenir les poumons contre la paroi thoracique lors du cycle ventilatoire en 

garantissant que les forces pulmonaires générées par la contraction ou le relâchement des 

muscles respiratoires et qui s’exercent sur la paroi thoracique soient transmises à l’ensemble du 
parenchyme pulmonaire. 
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Figure 2 : Vue d’ensemble de l’anatomie de l’appareil respiratoire 
Représentation schématique des principaux muscles ventilatoires et des principales structures 
qui constituent les voies aériennes supérieures et inférieures. Le contrôle nerveux de la 
ventilation repose essentiellement sur un réseau de neurones bulbo-pontiques et sa régulation 
en partie sur les chémorécepteurs périphériques (corps carotidiens) et centraux (RTN noté ici 
pF region). D’après (Del Negro et al., 2018). 

b. Les voies aériennes 

Les voies aériennes assurant le passage de l’air lors du cycle ventilatoire entre le milieu 
extérieur et les poumons se divisent anatomiquement par les voies aériennes supérieures (VAS) 

composées des cavités nasale et buccale, du pharynx et du larynx et par les voies aériennes 

inférieures appelées aussi arbre bronchique, comprenant la trachée et les bronches de la 1re à la 

23e génération (Figure 2). D’un point de vue fonctionnel, il est à noter quelques distinctions.  
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- Les voies aériennes supérieures sont des zones de conduction 

Elles véhiculent l’air inhalé et ne participent pas aux échanges gazeux. Les cavités 

nasale et buccale ainsi que le pharynx permettent le réchauffement, l'humidification et la 

filtration de l'air inspiré. Le larynx a pour fonction d'empêcher les aliments de pénétrer dans la 

trachée. Le pharynx est un conduit souple « collabale » encadré de deux structures rigides, en 

haut la cavité nasale, en bas le larynx. Cette déformabilité pharyngée répond aux besoins des 

fonctions de phonation et de déglutition mais constitue paradoxalement un élément de faiblesse 

pour la ventilation, nous l’expliciterons lorsque nous évoquerons le rôle important des VAS 
dans la mécanique ventilatoire.  

- Les voies aériennes inferieures sont des zones de conduction et d’échanges gazeux 

En effet, les voies aériennes inférieures peuvent être divisées en deux parties, selon 

qu’elles participent ou non aux échanges gazeux.  
La zone de conduction comprenant la trachée, les bronches, les bronchioles puis les 

bronchioles terminales, ne participe pas aux échanges gazeux et a pour fonction principale de 

véhiculer l’air inspiré entre le milieu extérieur et les alvéoles mais aussi de purifier l’air inspiré. 

En effet, l’épithélium bronchique est tapissé de cellules caliciformes qui sécrètent le mucus et 

de cellules ciliaires qui permettent le déplacement du mucus vers le pharynx. Ces cellules jouent 

un rôle fondamental dans la clairance muco-ciliaire et participent à la lutte contre les agressions 

extérieures en évacuant les particules se déposant sur les bronches qui sont alors captées par le 

tapis muco-ciliaire et dégluties. 

δa zone des échanges gazeux s’étend des bronchioles respiratoires aux alvéoles 

pulmonaires. Ces multiples divisions assurent une surface d’échange alvéolaire importante pour 
un volume restreint.  

2. La mécanique ventilatoire  

Si l’on s’en tient à la dynamique du débit gazeux, la ventilation pulmonaire se compose 
de deux phases : l’inspiration et l’expiration (Figure 3). En réalité, si l’on tient compte de 
l’activité musculaire, la ventilation est un acte moteur qui se décompose en trois 

phases successives : l’inspiration, la phase post-inspiratoire et l’expiration (Figure 3). 
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δa mobilisation d’un volume d’air dans les voies aériennes au cours d’une révolution 

ventilatoire introduit la notion de débit ventilatoire. Pour générer un débit ventilatoire à travers 

les voies aériennes, une différence de pression entre l’entrée et la sortie de ces voies doit être 
appliquée, cette différence de pression étant qualifiée de pression motrice. Lors de la 

ventilation, les pressions mises en jeu sont la pression atmosphérique en amont et la pression 

intra-pulmonaire en aval. D’après la loi de Boyle-εariotte qui stipule qu’à température 
constante, la pression d'un gaz est inversement proportionnelle à son volume, la ventilation est 

fonction des variations de volume et de pression. Il faut donc agir sur les volumes pulmonaires 

pour modifier la pression intra-pulmonaire. Ce sont ces modifications de pression qui vont 

permettre d'assurer l’entrée ou la sortie d’air dans les poumons, les gaz s'écoulant des zones de 
plus hautes pressions vers les zones de plus basses pressions afin d’équilibrer les pressions de 
part et d’autre du conduit respiratoire.  

Ce sont les structures musculaires de la paroi thoracique qui permettent de faire varier 

le volume thoracique (Figure 2, page 6) et par extension le volume pulmonaire. En effet, les 

poumons sont solidaires de la cage thoracique et leurs propriétés élastiques s’additionnent à 

celles de la paroi thoracique. 

 

a. Les muscles de la ventilation 

D’un point de vue fonctionnel, les muscles respiratoires ou « pompes » peuvent être 

divisés en muscles inspiratoires et expiratoires (Figure 2, page 6). δ’appareil ventilatoire est 
activé par la contraction rythmique de ces muscles qui sont les principaux effecteurs de la 

pompe respiratoire et sont innervés par des motoneurones spinaux. Cette pompe respiratoire 

doit être coordonnée avec les VAS qui jouent le rôle de valve par rétrécissement ou 

Figure 3 : Représentation schématique de la 
distinction des phases du cycle ventilatoire 
Les tracés de débit et de volume courant ne 
permettent d’identifier que deux phases au cycle 
ventilatoire, l’inspiration et l’expiration. D’un point 
de vue neurophysiologique en se basant par exemple 
sur l’activité du nerf phrénique, on distingue en 
réalité trois phases : l’inspiration, la post-inspiration 
et l’expiration. δ’inspiration correspond à une 
activité importante du nerf phrénique. La post-
inspiration correspond au freinage de l’expiration par 
la persistance d’une activité modérée du nerf 
phrénique. δ’expiration est passive au repos chez 
l’Homme mais elle peut s’accompagner d’une 
contraction des muscles abdominaux à l’effort. Chez 
certains animaux comme les rongeurs par exemple, 
l’expiration est toujours active. D’après (Straus & 
Fiamma, 2009). 
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élargissement de la lumière pharyngo-laryngienne, régulant ainsi le débit ventilatoire. Ce sont 

d’autres muscles qui participent à la régulation du débit ventilatoire en contrôlant la résistance 
des VAS, les muscles des VAS, principalement pharyngés, dits « dilatateurs des VAS » (Figure 

2, page 6). Ils sont innervés par des motoneurones crâniens. Ces muscles « dilatateurs » sont 

connectés aux structures osseuses adjacentes et/ou fusionnent avec d’autres muscles linguaux 
et pharyngés qui jouent aussi un rôle au cours du cycle ventilatoire.  

b. La mécanique de l’inspiration et de la post-inspiration 

- Ventilation 

δ’inspiration résulte de la contraction des muscles inspiratoires qui vont permettre 
d’augmenter les volumes thoracique et pulmonaire. δ’ensemble de ces muscles regroupe le 

diaphragme, les muscles intercostaux externes et les muscles inspiratoires accessoires 

regroupant en leur sein les sterno-cléido-mastoïdiens et les scalènes. Le diaphragme, principal 

muscle inspiratoire innervé par le nerf phrénique, va s’abaisser en se contractant et donc 

augmenter le volume thoracique en refoulant vers le bas le contenu abdominal. La contraction 

des muscles intercostaux externes, innervés par les nerfs intercostaux, déplace les côtes en haut, 

en avant et latéralement, induisant une élévation des côtes et provoquant une augmentation du 

diamètre antéropostérieur de la cavité thoracique. Les muscles inspiratoires accessoires, 

innervés respectivement par le 11e nerf crânien et des branches des plexus cervical et brachial, 

ne sont mobilisés qu’à l’effort ou en cas de détresse respiratoire et concourent à stabiliser la 
cage thoracique et à majorer le volume thoracique. δ’augmentation des volumes thoracique et 
pulmonaire induit une diminution de la pression intra-pulmonaire suffisante pour induire un 

déplacement d’air dans les poumons puisqu’elle devient inférieure à la pression atmosphérique. 
Comme la pression intra-pulmonaire est en-dessous de la pression atmosphérique, on dira 

qu’elle est négative. Pour l’inspiration, on parle donc de ventilation en pression négative. Afin 

que le débit inspiratoire ne soit pas limité par un collapsus pharyngé, il y a principalement une 

contraction des muscles dilatateurs qui le composent. Cette contraction précède celle des 

muscles inspiratoires et permet au flux inspiratoire de rencontrer la moindre résistance possible 

lors de son passage à travers les voies aériennes supérieures afin de limiter l’énergie dépensée 
par les muscles de la pompe ventilatoire.  

La post-inspiration qui suit l’inspiration favorise d’une part l’échange gazeux alvéolaire 
en augmentant la durée de séjour de l’air dans les poumons et d’autre part le flux d’air 
expiratoire laminaire qui diminue la probabilité d’effondrement des VAS.  Elle est le lieu 

principal d’expression de comportements moteurs nécessitant un ajustement respiratoire tels la 
vocalisation, la déglutition (Gestreau et al., 1996, Gestreau et al., 2005, Bautista et al., 2010). 

Au niveau de la pompe ventilatoire, elle est caractérisée par un relâchement des muscles 

inspiratoires de la pompe respiratoire. Cependant, il peut persister une activité résiduelle post-
inspiratoire sur le nerf phrénique, permettant d’éviter un retour brutal à l’état de repos du 
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diaphragme, susceptible d’induire un collapsus alvéolaire. Cette activité résiduelle est 
particulièrement visible chez les gros mammifères comme le chat, mais moindre chez les plus 

petits mammifères comme la souris (Paton, 1996). Au niveau des VAS, il y a principalement 

une adduction partielle des cordes vocales, induite par une décharge décroissante du nerf 
laryngé récurrent, qui provoque une légère pression positive expiratoire contribuant également 
à éviter un collapsus alvéolaire et à maximiser le temps des échanges gazeux alvéolaires 
(Bautista et al., 2010). Le relâchement des muscles abducteurs du pharynx participe également 
à réduire le diamètre interne des VAS pendant la post-inspiration 

- Échanges gazeux  

δ’air ainsi inspiré, contenant les gaz métaboliquement actifs, l’O2 et le CO2, termine sa 

course au sein de l’alvéole où les premiers échanges gazeux vont s’effectuer à travers la barrière 

alvéolo-capillaire pulmonaire. La direction et le volume des mouvements de gaz vont être 

déterminés par leurs pressions partielles au sein des deux compartiments. En effet, un gaz 

diffuse depuis un compartiment où sa pression partielle est élevée vers un compartiment où sa 

pression partielle est basse ; et plus la pression qu’il exerce sur un compartiment liquidien est 

importante plus il se dissoudra dans ce compartiment (Loi de Henry). La pression partielle en 

O2 est supérieure dans l’air alvéolaire à ce qu’elle est dans le sang des capillaires pulmonaires. 

Sa diffusion se fait dans le sens alvéole vers capillaires. Le CO2, négligeable dans l’air inspiré 
(environ 0,04% de CO2 versus β0,95% d’O2), arrive jusque dans les alvéoles mais ne passe pas 

la barrière alvéolo-capillaire car sa pression partielle est bien plus importante dans les 

capillaires que dans les alvéoles. δ’O2 est ensuite transporté dans le sang par convection, à l’état 
dissous ou combiné ; enfin, les échanges gazeux se poursuivent au niveau tissulaire par 

diffusion capillaro-tissulaire selon les mêmes principes physiques.   

c. La mécanique de l’expiration 

- Ventilation 

Les muscles inspiratoires sont indissociables des structures osseuses qui constituent la 

cage thoracique. Ces structures osseuses, déformables lors de l’inspiration sous l’effet des 
contractions des muscles inspiratoires, possèdent des propriétés élastiques qui permettent à la 

cage thoracique de revenir spontanément et passivement à sa position d’équilibre. Chez 
l’Homme, l’expiration au repos constitue un acte passif. À la fin de l’inspiration, les muscles 
inspiratoires se relâchent, entrainant la cavité thoracique à revenir spontanément à sa position 

initiale. Ce repositionnement induit une diminution des volumes thoracique et pulmonaire et 

donc une augmentation de la pression intra-pulmonaire qui devient supérieure à la pression 

atmosphérique, entrainant alors l’expulsion des gaz présents dans les alvéoles. Pour 
l’expiration, on parle alors de ventilation en pression positive. Au niveau des VAS, on a 

essentiellement une constriction des muscles pharyngiens, innervés par la branche 
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pharyngienne du nerf X, qui réduit le diamètre interne des VAS et permet la conservation d’un 
volume résiduel pulmonaire. 

En cas d’effort important, l’expiration est forcée et devient un phénomène actif.  δes 
muscles expiratoires regroupant les muscles abdominaux et les intercostaux internes, innervés 

principalement par les nerfs intercostaux correspondants, se contractent. La contraction des 

muscles abdominaux entraine une compression des viscères permettant de pousser le 

diaphragme vers le thorax et la contraction des muscles intercostaux internes entraine une 

diminution du volume de la cavité thoracique. Cela contribue à augmenter la pression intra-

pulmonaire de manière plus importante que lors de l’expiration passive et à évacuer alors un 
volume plus important en gaz alvéolaire hors des poumons. Chez les rongeurs, l’expiration au 
repos est active car elle s’accompagne d’une contraction des muscles expiratoires. Elle 
s’apparente alors à l’expiration forcée chez l’Homme. 

- Échanges gazeux  

Les échanges gazeux se font dans le sens inverse de l’inspiration, selon les mêmes 
principes physiques. Il en résulte que le CO2, déchet de la respiration cellulaire, est évacué de 

la circulation sanguine où il se trouve sous une forme dissoute ou combinée vers les alvéoles et 

que l’O2 qui n’a pas été utilisé par les processus métaboliques demeure dans le sang à l’état de 
réserve. 

3. Régulation de la ventilation pulmonaire par une commande centrale 
composite 

Les muscles respiratoires présentent la particularité de devoir maintenir une activité 

phasique tout au long de l’existence afin d’assurer la ventilation pulmonaire de façon 
ininterrompue. 

La contraction phasique des muscles respiratoires est gouvernée par une commande 

extrinsèque cérébrale et composite qui permet le maintien de l’homéostasie en adaptant la 

ventilation lors de situations physiologiques (exercice), pathologiques (hypercapnie, hypoxie) 

ou environnementales (altitude) (Feldman et al., 2003).  

La première composante est automatique, inconsciente et vitale car elle assure la 

pérennité de la ventilation tout au long de la vie en générant le rythme respiratoire et ses 

adaptations homéostatiques. Elle prend sa source dans le tronc central, au niveau d’un réseau 
neuronal bulbo-pontique (Figure 4).  

La deuxième composante est volontaire, consciente ou émotionnelle, d’origine supra-

pontique et corticale, et permet des modulations de la ventilation en fonction des états de 

vigilance et lors d’activités cognitives (apprentissage, attention, etc.), volontaires (phonation, 
apnée, etc.) ou comportementales (rires, pleurs, etc.). Elle se combine à la première composante 

en la modulant (Figure 4). 
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Figure 4 : Représentation schématique de l’origine encéphalique de la commande centrale 
respiratoire 
La commande centrale respiratoire est constituée d’une composante automatique provenant du 
pont et du bulbe rachidien et d’une composante volontaire issue du mésencéphale, du 
diencéphale et du cortex cérébral. Adaptée à partir d’éléments sans source.  Tous droits 
réservés.  

a. Principale boucle de régulation de la ventilation 

Le système de contrôle responsable de l’automatisme ventilatoire (Feldman et al., 

2003) comporte trois acteurs principaux, des récepteurs (chémorécepteurs et 

mécanorécepteurs) percevant les variations des paramètres à réguler (O2, CO2, pH) qu’ils 
transmettent à des centres respiratoires, largement connectés à d’autres formations 
nerveuses, où une réponse adaptée est générée puis transmise à des effecteurs, les muscles 

respiratoires « pompe » et des VAS qui, en mobilisant les gaz dans les poumons, vont assurer 

la ventilation (Figure 5). 

  
Figure 5 : Organisation de la 
commande centrale ventilatoire 
La ventilation doit s’adapter à des 
multiples contraintes métaboliques ou 
mécaniques. La régulation de la 
commande ventilatoire motrice 
dépend de l’intégration de multiples 
signaux afférents ici représentés 
(influences corticales, supra-
pontiques, chémorécepteurs 
périphériques et centraux, 
mécanorécepteurs) reçus au niveau du 
réseau respiratoire bulbo-pontique où 
se trouvent les différents générateurs 
du rythme respiratoire. In fine cette 
commande active d’abord les muscles 
des VAS qu’elle stabilise, ce qui 
permet d’éviter leur collapsus puis, 
après un petit délai, les muscles 
respiratoires. D’après (Straus & 
Fiamma, 2009) 
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Il existe deux principales boucles de régulation chimique faisant intervenir les trois 

acteurs principaux du système de contrôle automatique de la ventilation cités ci-dessus : la 

réponse à l’hypercapnie que nous détaillerons dans ce manuscrit puisqu’elle fait l’objet de 

notre intérêt et la réponse à l’hypoxémie. Le CO2 est le plus puissant stimulus de régulation 

de la ventilation. δa ventilation augmente de manière linéaire avec la capnie afin d’éliminer le 
CO2. δ’hypoxémie constitue un stimulus de la ventilation de moindre importance que 

l’hypercapnie, la ventilation augmente de manière hyperbolique à mesure que baisse la PaO2.  

b. Distribution spatio-temporelle de la commande ventilatoire 

La commande ventilatoire organise la contraction des muscles respiratoires en une 

séquence finement coordonnée par le biais des neurones respiratoires qui sont chargés de sa 

distribution. δa commande ventilatoire se distribue d’abord aux muscles des VAS, qui se 

contractent au tout début de l’inspiration, avant d’atteindre le diaphragme et les muscles de la 
cage thoracique (Hilaire & Pasaro, 2003) dont la contraction assure la mobilisation de l’air dans 
les poumons. La phase expiratoire est passive et correspond au relâchement complet des 

muscles inspiratoires. Elle est précédée de la phase post-inspiratoire qui correspond 

principalement à un freinage du débit expiratoire par la persistance d’une activité des muscles 
inspiratoires. Notons que l’expiration peut être forcée et devenir un processus actif nécessitant 

la mise en jeu des muscles expiratoires par la commande ventilatoire. 

 
Ce travail doctoral se limite à la physiologie de la commande centrale respiratoire 

(CCR) sous-entendue automatique et à sa transmission aux motoneurones des muscles 
respiratoires dans le cadre d’un stimulus hypercanique. 

 Le contrôle automatique de la ventilation pulmonaire : à la découverte 

de la CCR 

1. Frise historique de la CCR de l’Antiquité à nos jours 

Dès l’Antiquité (βe siècle), le célèbre Claudius Galien fut le premier à soupçonner 

l’existence de formations nerveuses situées au niveau du tronc cérébral comme responsables de 

l’activité ventilatoire spontanée après avoir constaté une paralysie respiratoire chez un homme 
victime d’une fracture de la colonne cervicale haute. En 1760, δorry a observé chez le lapin 

(Lorry, 1760) que les mouvements respiratoires persistent après ablation du cervelet et des 

hémisphères cérébraux excluant ainsi la possibilité que ces régions soient le siège de la 

rythmogenèse respiratoire (Lorry, 1760). C’est à partir du 19e siècle que la localisation des 

centres respiratoires fut précisée avec les travaux de Legallois (Legallois, 1812) et de Flourens 

(Flourens, 1842, Flourens, 1851) chez le lapin par des expériences de sections étagées du tronc 
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cérébral qui démontreront que le rythme respiratoire est généré au niveau du pont et du bulbe 

rachidien, plus particulièrement dans une région spécifique du bulbe rachidien, que Flourens 

baptisa « nœud vital ». Des travaux pionniers du début du β0e siècle, réalisés chez le chat, ont 

permis d’identifier l’étendue des régions du tronc cérébral nécessaires pour générer le rythme 
respiratoire. Des expériences de lésions et de stimulations électriques localisées au sein du tronc 

cérébral ont été effectuées chez le chat dans le but d’identifier les sites nécessaires à la genèse 

du rythme respiratoire et ont été à l’origine de la conception de centres respiratoires étagés et 
interconnectés, constituant un réseau respiratoire au niveau du pont et du bulbe rachidien 

(Lumsden, 1923a, Lumsden, 1923b, Pitts et al., 1939, Pitts, 1941, Pitts, 1946). La localisation 

des structures neuronales responsables de l’automaticité ventilatoire a été caractérisée plus en 
détail beaucoup plus tard avec le développement de préparations in vitro de système nerveux 

central de plus en plus sophistiquées.  

Ces études ont été suivies de nombreuses publications (Gesell et al., 1936, Stella, 1938, 

Pitts et al., 1939, Gesell et al., 1940, Pitts, 1941, Pitts, 1946, Suzue, 1984, Smith et al., 1991, 

Feldman et al., 2003) qui, en multipliant les approches et les modèles animaux, ont décrit, 

localisé et caractérisé des groupes de neurones dits respiratoires à l’origine de la commande 
centrale respiratoire (CCR). Les éléments de connaissance les plus importants qu’elles ont 
apportés seront résumés dans les pages qui vont suivre. 

2. Les acteurs de la CCR : les neurones respiratoires 

a. Caractérisation 

Dans les années 1930-40, Gesell et ses collaborateurs ont été les premiers à enregistrer, 

dans le tronc cérébral de chien, l’activité électrique unitaire de neurones ayant des décharges 
en phase avec l’inspiration ou l’expiration (Gesell et al., 1936, Gesell et al., 1940). 

Effectivement, ces neurones ont, contrairement à la plupart des neurones du système nerveux 

central, un patron d’activité en phase avec le rythme respiratoire, c’est-à-dire que leur activité 

est corrélée à celle des sorties motrices respiratoires. 

C’est en enregistrant chez le chat in vivo l’activité électrique du nerf phrénique qui 
innerve le diaphragme, simultanément avec l’activité électrique d’un neurone inspiratoire, que 

Diethelm W. Richter a permis de révéler en 1982 un rythme respiratoire composé de trois 

phases distinctes (Richter, 1982). 

δe début de la phase inspiratoire (I) se traduit par une augmentation brusque de l’activité 
du nerf phrénique se poursuivant par une phase d’activité croissante formant progressivement 

la « rampe inspiratoire » qui sera brutalement interrompue par une diminution accrue de 

l’activité du nerf phrénique marquant le début de l’expiration. Cette activité résiduelle du nerf 
phrénique à la fin de la « rampe inspiratoire » correspond à la phase post-inspiratoire (PI), puis 

le nerf devient silencieux pendant la phase expiratoire (E) (Richter, 1982, Bianchi et al., 1995a). 
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Ces phases ont pour origine des neurones respiratoires dont l’activité rythmique est 

contemporaine de la période d’activité ou de silence du nerf phrénique (Figure 6).  

Figure 6 : Identification des neurones respiratoires selon le moment de décharge 

Les phases respiratoires sont définies en fonction de l’activité des motoneurones phréniques et 
les neurones respiratoires sont classés en fonction de la phase respiratoire pendant laquelle ils 
déchargent. Le tracé du haut représente les activées électriques du nerf phrénique (NP), le tracé 
du bas les potentiels d’action des neurones respiratoires (PA). Les enregistrements sont 
effectués sur le chat anesthésié. Adaptée d’après (Richter, 1982). 

b. Classification  

δa description des modalités de décharges au cours d’un cycle respiratoire et des sites 
de projection axonale des neurones respiratoires a permis de définir plusieurs classes de 

neurones respiratoires selon deux classifications.  

- Selon les modalités de décharge au cours d’une révolution respiratoire 

Un grand nombre d’études (Feldman, 1986, Von Euler, 1986, Bianchi et al., 1995a, 

Bellingham, 1998) ont permis de décrire plusieurs types de neurones respiratoires en fonction 

de la phase privilégiée du cycle pendant laquelle ceux-ci déchargeaient (inspiratoire, post-

inspiratoire, expiratoire) et leur motif de décharge (croissante, décroissante, transitionnelle). 

Ainsi, selon ces critères, 6 catégories de neurones respiratoires ont pu être établies : les neurones 

pré-inspiratoires (pré-I), les neurones inspiratoires précoces (e-I), globaux (I-aug) et tardifs 

(Late-I), les neurones post-inspiratoires (post-I) et les neurones expiratoires (Figure 7). 

Figure 7 : Tracés électrophysiologiques 
illustrant les 6 catégories de neurones 
respiratoires  
δ’ensemble des tracés représente les décharges des 
différents neurones respiratoires au cours du cycle 
respiratoire chez le chat décérébré. Les neurones e-
I, I-aug et Late-I déchargent pendant l’inspiration 
(I), les neurones Post-I déchargent pendant la post-
inspiration ou expiration précoce (E1), les neurones 
E-aug pendant l’expiration précoce et tardive (E1 et 
E2) et les neurones Pre-I en fin d’expiration tardive 
E2) et en début d’inspiration(I). D’après (Bianchi & 
Gestreau, 2009) 



Chapitre 1: La commande centrale respiratoire 
– Le contrôle automatique de la ventilation pulmonaire : à la découverte de la CCR  

– 16 – 

- Selon les projections axonales 

Les différentes fonctions des neurones respiratoires ont pu être déduites par les 

connections anatomiques qu’ils entretiennent avec d’autres structures neuronales (Bianchi et 

al., 1995a).  Pour cela, la méthode de traçage rétrograde et antérograde a permis de différencier 

trois types cellulaires caractérisés par leur site de projection axonale (Merrill, 1970, Bianchi, 

1971, Portillo et al., 1994, Gaytan & Pasaro, 1998). Les motoneurones crâniens innervent les 

muscles lisses des voies aériennes supérieures (Bianchi, 1971, Bianchi, 1974) ; les 

interneurones bulbo-spinaux ou neurones pré-moteurs (Merrill, 1970, Bianchi, 1971) projettent 

du bulbe rachidien vers les motoneurones spinaux innervant les muscles respiratoires et enfin 

les interneurones proprio-bulbaires dont les projections axonales sont confinées au tronc 

cérébral (Richter, 1982). Ils sont à l’origine des activités finement coordonnées des autres 
neurones respiratoires (Duffin, 2004). Parmi ces derniers se trouvent les neurones à l’origine 

du rythme respiratoire.  

c. Localisation des neurones respiratoires  

Les neurones respiratoires sont repartis dans différents groupes respiratoires au niveau 

du pont et du bulbe comme le soupçonnaient déjà Legallois et Flourens au début du 19e siècle. 

δ’ensemble de ces groupes forment ce que l’on appelle communément le réseau neuronal 

respiratoire bulbo-pontique (Figure 8). Chaque groupe respiratoire se compose de populations 

hétérogènes de neurones respiratoires. Les fonctions de chacun de ces groupes ont été déduites 

par l’observation des modifications de l’activité respiratoire engendrées suite à leur lésion ou 

stimulation au sein du tronc cérébral (Bianchi et al., 1995b, Feldman et al., 2003). In fine, ces 

travaux ont permis d’évaluer la contribution fonctionnelle de ces différents groupes 

respiratoires dans la genèse et la modulation du rythme respiratoire, le traitement des afférences 

et l’élaboration de la commande pré-motrice (Duffin, 2004). Les paragraphes suivants seront 

consacrés à la présentation de ce réseau neuronal respiratoire. 
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Figure 8 : Représentation schématique de la distribution anatomique des principales 
structures bulbaires et pontiques participant à la CCR 
Vue sagittale (gauche) et dorsale (droite) du tronc cérébral chez le rongeur. mPB : noyau 
parabrachial médian ; KF : noyau de Kölliker-Fuse ; VII : noyau facial ; RTN/pFRG : noyau 
rétrotrapézoïde/groupe respiratoire parafacial ; PiCo : complexe post-inspiratoire ; BötC : 
complexe de Bötzinger ; NA : noyau ambigu ; preBötC : complexe de pré-Bötzinger ; NTSvl : 
subdivision ventro-latérale du noyau du tractus solitaire ; rVRG : région rostrale du groupe 
respiratoire ventral ; cVRG : région caudale du groupe respiratoire ventral ; VRC : colonne 
respiratoire ventrale ; DRG : groupe respiratoire dorsal. Adaptée de (Lindsey et al., 2012). 

 Description anatomique et fonctionnelle du réseau neuronal 

respiratoire 

Les prochaines lignes établiront une description fonctionnelle des différents groupes 

respiratoires selon leur localisation. 

1. Au sein du bulbe rachidien 

a. Le complexe de Pré-Bötzinger (préBötC) : générateur de l’inspiration 

Smith et collaborateurs (Smith et al., 1991) parvinrent à isoler en 1991 une petite région 

ventro-médullaire, nommée le complexe de pré-Bötzinger (préBötC), qui apparait dès lors 

essentielle à l’expression du rythme respiratoire, le fameux « nœud vital » de Flourens (Figure 

9, page 19). Depuis sa découverte, de nombreuses expériences visant à léser spécifiquement les 

neurones du préBötC ou à interférer avec leur activité ont conforté son rôle crucial dans la 

genèse du rythme respiratoire (Tan et al., 2008, Gray et al., 2001, McKay et al., 2005). Ce 

générateur est formé de deux groupes de neurones bilatéralement synchronisés (Smith et al., 

1991). Ces groupes se composent d’une population de neurones pré-inspiratoires et 
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inspiratoires, tous deux glutamatergiques, ainsi que de neurones inspiratoires précoces 

inhibiteurs glycinergiques (Connelly et al., 1992, Molkov et al., 2013). δ’enregistrement en 
patch clamp dans une tranche de bulbe rachidien comprenant l’intégralité du préBötC a permis 

d’identifier dans ce complexe des neurones possédant des propriétés oscillatoires voltage-

dépendantes leur conférant une fonction de pacemakers conditionnels (Smith et al., 1991, 

Rekling & Feldman, 1998). Le terme pacemaker « conditionnel » provient du fait que le 

déclenchement de leur activité autorythmique implique l’existence d’entrées excitatrices 
toniques pour induire une légère dépolarisation de leur membrane nécessaire à l’initiation d’un 
potentiel d’action. δes neurones pacemakers du préBötC présentent des propriétés voltage-

dépendantes spécifiques et constituent une population hétérogène. Deux types de neurones 

pacemakers ont été identifiés en fonction de leurs patrons de décharges : ceux présentant une 

décharge longue et à basse fréquence et ceux présentant une décharge courte à haute fréquence 

(Thoby-Brisson & Ramirez, 2001). Cette différence est liée à la présence de diverses 

conductances membranaires. En effet, l'activité rythmique de certains neurones dépend d’une 
conductance membranaire sodique voltage-dépendante, le courant entrant sodique persistant 

(INaP), et celle d’autres neurones est liée à la fois aux courants calciques (ICa) et aux courants 

cationiques non-spécifiques, indépendants du voltage et activés par le calcium (ICAN) (Thoby-

Brisson & Ramirez, 2001, Del Negro et al., 2002, Pena et al., 2004, Del Negro et al., 2005). 

Ces populations neuronales représentent respectivement entre 5-15% et 7-10% des neurones du 

préBötC. Il est intéressant de noter que l’activité rythmique du préBötC disparait lorsque les 
deux populations de neurones pacemakers sont mises au silence, mais se maintient lorsqu’une 
seule d’entre elles est affectée. δe rôle du préBötC dans la genèse de la phase inspiratoire a pu 

être démontré in vivo grâce à des approches génétiques (Bouvier et al., 2010), 

pharmacologiques (Tan et al., 2008, Gray et al., 2001) ou optogénétiques (Abdala et al., 2015). 

Cette région peut être anatomiquement caractérisée par la co-expression, à la surface 

des neurones qui la constituent, de récepteurs aux opioïdes de type µ, de récepteurs de la 

substance P de type NK1 (Gray et al., 1999, Wang et al., 2001a, Thoby-Brisson et al., 2005) et 

du neuropeptide somatostatine (Stornetta et al., 2003, Thoby-Brisson et al., 2005). Ces 

caractéristiques, anatomiques et fonctionnelles du préBötC décrites à la naissance, sont déjà 

présentes à l’instant de sa mise en place chez l’embryon (Thoby-Brisson et al., 2005). D’autres 
marqueurs plus ou moins discriminants sont également décrits comme étant présents tels que 

les récepteurs à la neurotrophine BDNF (Thoby-Brisson et al., 2003), le récepteur à l’adénosine 
triphosphate et à ses métabolites (Huxtable et al., 2009) etc. C’est en partie sur cette co-

expression de neuromodulateurs et de leurs récepteurs que reposent les propriétés des neurones 

du préBötC. 
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Figure 9 : Découverte du préBötC, la structure indispensable à la rythmogenèse 
respiratoire. 
Représentation schématique du tronc cérébral en vue sagittale illustrant la position du préBötC 
au niveau du bulbe rachidien qui s'étend depuis la face caudale du noyau rétro‐ facial (RFN) 
jusqu'à environ 200 μm de l'obex (en haut à gauche). Les lignes verticales numérotées au-dessus 
du schéma indiquent les positions rostro-caudales de sections transversales étagées réalisées sur 
une préparation de tronc cérébral-moelle épinière isolée de rat adulte. En bas à gauche, le 
graphique représente l’évolution de la fréquence respiratoire enregistrée au niveau de la racine 
cervicale ventrale C4 suite aux sections transverses. Les sections rostrales au préBötC (ligne de 
1 à 7) n’entraînent aucune modification de la fréquence respiratoire tandis que celles réalisées 
en son sein (ligne de 8 à 10) abolissent la fréquence respiratoire, démontrant le caractère 
nécessaire du préBötC. A droite de l’illustration se trouve une représentation schématique 
d’enregistrements réalisés sur une tranche transversale de 500 μm d'épaisseur contenant le 
préBötC. δ’enregistrement des racines motrices du nerf hypoglosse montre une activité 
rythmique bilatérale synchronisée. δ’enregistrement des neurones du préBötC en patch clamp 
met en évidence que leur activité est en phase avec l’activité des sorties motrices du nerf 
hypoglosse. Ce sont ces neurones qui seraient la source de l’activité rythmique. 5SP : noyau 
spinal du trijumeau ; LRN : noyau réticulaire latéral ; IO : olives inférieures ; cNA : noyau 
ambigu caudal ; rVRG : groupe respiratoire ventral rostral ; SO : olives supérieures ; 7 : noyau 
facial ; XII : noyau de l’hypoglosse ; XII N : nerf hypoglosse. Adaptée de (Smith et al., 1991). 

b. Le groupe respiratoire parafacial (pFRG) : générateur de l’expiration 

Une seconde structure rythmique dont le profil d’activité suggérait une implication 

directe dans la genèse du rythme respiratoire a été décrite. Les neurones de cette structure 

baptisée groupe respiratoire parafacial (pFRG) (Onimaru & Homma, 2003), localisée à la 

surface ventro-latérale du noyau moteur du nerf facial, présentaient un patron de décharge 

particulier. C’est-à-dire que leur décharge avait lieu majoritairement au cours de la phase post-

inspiratoire et une autre partie pendant la phase pré-inspiratoire (Onimaru et al., 1987, Onimaru 

et al., 1988, Onimaru et al., 1995). Ils démontrent également qu’une stimulation électrique de 
cette région a la capacité d’activer ces neurones pré-inspiratoires avec pour conséquence 
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l’initiation d’une nouvelle phase inspiratoire et que cette activité pré-inspiratoire, après 

isolation de la partie rostrale du bulbe correspondant au pFRG, perdure de manière autonome. 

Ce n’est qu’en β00γ que cette zone se verra attribuer le nom de pFRG et que son rôle dans la 
genèse de la phase expiratoire active deviendra incontestable, lui valant le titre de générateur 

de l’expiration, sous-entendu expiration active (Onimaru & Homma, 2003, Feldman & Del 

Negro, 2006). Onimaru et ses collaborateurs décrivent l’émergence fonctionnelle du pFRG aux 
stades post-nataux (Onimaru & Homma, 2005a). δ’utilisation d’autres approches 
expérimentales, notamment d’imagerie calcique, a permis de dater une émergence bien plus 
précoce, au stade E14,5 (Thoby-Brisson et al., 2009). A ce stade, il a été en effet possible 

d’observer des activités rythmiques au niveau de deux populations cellulaires bilatéralement 
localisées à la surface ventrale, au niveau des noyaux moteurs du facial (7N) sur des tranches 

transversales de bulbe de souris. Ces activités rythmiques préservées sur des préparations de 

tranches transversales provenaient donc d’un générateur de rythme embryonnaire qui fut alors 
baptisé oscillateur parafacial embryonnaire (e-pF pour embryonic parafacial) préfigurant le 

pFRG post-natal et le pFRG associé au RTN adulte. δ’e-pF est composé d’environ 500 
neurones dérivants de territoires rhombomériques exprimant Krox20, gène de développement 

impliqué dans la segmentation du tronc cérébral le long de l’axe antéro-postérieur. δ’origine 

du déficit fonctionnel des animaux Krox20-/- qui présentaient dès la naissance une fréquence 

respiratoire anormalement lente et des apnées fréquentes a donc pu être précisée (Jacquin et al., 

1996, Thoby-Brisson et al., 2009). Il semblerait donc que la mutation krox 20 perturbait la mise 

en place de l’e-pF chez ces animaux. 

Le pFRG semble être couplé au préBötC (Onimaru & Homma, 2003, Mellen et al., 

2003, Janczewski & Feldman, 2006, Pagliardini et al., 2011, Huckstepp et al., 2016). Thoby-

Brisson et collaborateurs ont démontré l’existence d’un couplage fonctionnel entre pFRG (ou 
e-pF) et PréBötC au stade prénatal in vitro (Thoby-Brisson et al., 2009), le pFRG jouant un rôle 

essentiel dans l’entraînement du PréBötC. Ce couplage se retrouve in vitro en période 

postnatale entre pFRG et PréBötC avec une activation successive du pFRG en phase pré-

inspiratoire, puis du préBötC en phase inspiratoire (Figure 10). Ce couplage se retrouve aussi 

dans des expériences sur des préparations de SNC isolés contenant le pFRG et le préBötC et 

des tranches isolées ne contenant que le préBötC, faisant appel aux propriétés inhibitrices 

sélectives qu’exercent les opioïdes sur la rythmogenèse du préBötC auxquelles le pFRG est 
insensible (Mellen et al., 2003). Cette expérience montre que dans un état d’excitabilité diminué 
par les opiacés, les neurones du préBötC ne sont susceptibles de s’activer qu’au moment 
privilégié de la survenue de bouffées phasiques excitatrices en provenance des neurones pré-

inspiratoires du pFRG. Ce phénomène est qualifié de « quantal slowing ». Toutefois, à l’âge 
adulte, il semblerait que l’intégration de ces générateurs dans un réseau neuronal plus complexe 
soit nécessaire (Viemari et al., 2003). 

Les neurones du pFRG n’expriment pas de récepteurs aux opioïdes de type µ mais sont 

en revanche caractérisés tout comme les neurones du préBötC par l’expression de NK1R à leur 
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surface (Nattie & Li, 2002, Mulkey et al., 2004, Weston et al., 2004, Dubreuil et al., 2008, 

Onimaru et al., 2008, Thoby-Brisson et al., 2009, Guyenet et al., 2010b). De plus, une sous-

population de neurones respiratoires autorythmiques a été identifiée dans le préBötC (Johnson 

et al., 1994, Koshiya & Smith, 1999, Rekling & Feldman, 1998, Thoby-Brisson & Ramirez, 

2001) et dans le pFRG (Onimaru et al., 1989, Onimaru et al., 1995). Ces neurones possèdent 

des propriétés membranaires donnant lieu à des oscillations rythmiques de leur potentiel de 

membrane et sont capables de générer un rythme de manière autonome. Il est à noter que les 

neurones pré-inspiratoires du pFRG exprimant NK1R à leur surface sont immunoréactifs pour 

PHOXβB et qu’ils montrent une chémosensibilité intrinsèque aux CO2/H+ (Onimaru et al., 

2008). Ces résultats suggèrent que les neurones parafaciaux exprimant Phox2b jouent un rôle 

dans la génération du rythme respiratoire ainsi que dans la chémoréception centrale aux 

CO2/H+. 

Figure 10 : Activation spatio‐temporelle des neurones du pFRG et du préBötC en période 
post-natale 
Les observations sont faites sur des préparations de tronc cérébral isolé de rat nouveau-né à 
l’aide d’un indicateur sensible aux ions Ca2+

, reflet du voltage membranaire. Les photographies 
représentent la superposition d’une vue ventrale du bulbe rachidien et du 1er segment de la 
moelle épinière cervicale, située entre la sortie du nerf facial et la première racine cervicale. 
Chaque image est prise à un temps précis (ligne rouge) par rapport à l’activité enregistrée en 
C4 (tracé) ; la phase inspiratoire est indiquée par la ligne bleue. Les signaux optiques reflétant 
l’activité des neurones apparaissent en premier lieu au niveau de la partie ventro-latérale du 
tronc cérébral, à la limite entre le pont et le bulbe. Cette région correspond au groupe 
respiratoire parafacial (pFRG). Cette activité, qualifiée de pré‐ inspiratoire, survient environ 
200 ms avant la décharge du préBötC observée plus caudalement et définissant la phase 
inspiratoire. Adaptée de (Onimaru & Homma, 2003). 

- Le noyau rétrotrapézoïde (RTN) associé au groupe respiratoire 
parafacial (pFRG) 

    D’un point de vue anatomique, Le pFRG est difficilement distinguable chez l’adulte d’un 
autre groupe neuronal nommé le noyau rétrotrapézoïde (RTN) qui lui semble impliqué 

essentiellement dans la chémosensibilité centrale au CO2/H+ (Bodineau et al., 2000b, Nattie, 
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2001b, Guyenet et al., 2008).  En effet, il est considéré comme le principal site de 

chémoréception centrale car ses neurones sont de véritables chémorécepteurs aux CO2/H+ 

(Guyenet et al., 2005b, Guyenet, 2008). Ces neurones chémosensibles expriment le gène 

Phox2B (Stornetta et al., 2006). Néanmoins, il a aussi été montré que cette structure pourrait 

accélérer la fréquence et contrôler la durée d’une bouffée inspiratoire (Onimaru et al., 2003). 

δ’appellation vaste de RTN/pFRG permet d’englober, comme nous l’avons vu, plusieurs 
populations cellulaires possédant des caractéristiques fonctionnelles de chémoréception et de 

rythmogenèse pré-inspiratoire. Ce groupe fera l’objet d’une description plus détaillée dans le 

chapitre qui traite de la réponse ventilatoire au CO2/H+
. 

 

c. Le complexe post-inspiratoire (PiCo) : générateur de la post-inspiration 

Une étude récente (Anderson et al., 2016, Anderson & Ramirez, 2017) a décrit un 

nouveau générateur (Figure 11), baptisé complexe post-inspiratoire (PiCo pour Postinspiratory 

Complex), jetant un nouveau jour sur la manière de concevoir la genèse d’un cycle respiratoire. 
Ce troisième générateur Pico est dorso-rostral au préBötC, dorso-caudal au noyau facial et 

dorso-médian au noyau ambigu. La post-inspiration avait déjà été attribuée à l’activité des 
neurones inhibiteurs du complexe de Bötzinger (Smith et al., 2009). Cependant la source 

d'excitation qui anime ces neurones inhibiteurs n'était jusque-là pas encore caractérisée (Ezure 

et al., 2003). Dans cette étude, les auteurs ont identifié l'emplacement et le phénotype 

neurochimique d'une population neuronale excitatrice et rythmogène qui est spécifiquement 

active pendant la post-inspiration appelée PiCo. Les auteurs de cette étude ont travaillé sur une 

tranche horizontale in vitro contenant la partie ventrale du bulbe rachidien et de la moelle 

épinière jusqu’à la racine C4. Ces tranches ont été utilisées pour enregistrer en simultané 
l'activité des neurones du préBötC et celle des neurones de PiCo. La décharge des neurones du 

PiCo est qualifiée de post-inspiratoire puisqu’elle intervient immédiatement après et jamais 
pendant la décharge des neurones du préBötC. Si la relation de PiCo avec le pFRG reste à 

caractériser, sa relation avec le préBötC n'est pas encore clairement définie mais elle semble 

être mutuellement inhibitrice. En effet le PiCo semble inhiber l'activité du préBötC et 

réciproquement être inhibé par ce dernier. Cette inhibition mutuelle assurerait que l’activité de 
PiCo ne soit pas concomitante à l’inspiration. Le PiCo contient des neurones qui sont à la fois 

glutamatergiques et cholinergiques, sensibles à la somatostatine (SST) et qui, comme les 

neurones du préBötC, possèdent des récepteurs aux opioïdes de type µ à leur surface et 

présentent une activité autorythmique, les classant dans la sous-catégorie de neurones 

respiratoires pacemakers. La durée d’activité de ces neurones est corrélée à la durée de la phase 
post-inspiratoire. In vitro, leur activité est inhibée par une application de DAMGO (agoniste 

des récepteurs aux opioïdes de type) ou de SST.  La forte inhibition de leur activité par la SST 

observée in vitro est en accord avec l’effet inhibiteur de la SST sur l’activité post-inspiratoire 

constaté in vivo dans une étude antérieure (Burke et al., 2010). Pour évaluer si PiCo est bien 
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responsable de la production in vivo de l’activité post-inspiratoire, les auteurs ont profité de sa 

sensibilité à SST et aux opioïdes. L'injection in vivo de SST ou de DAMGO bilatéralement au 

sein du PiCo a considérablement réduit la durée et l'amplitude d’une activité post-inspiratoire 

enregistrée au niveau du nerf vague. Ces résultats pris ensemble suggèrent, d’après les auteurs, 

que le PiCo est nécessaire et suffisant pour générer l’activité post-inspiratoire, il est alors 

qualifié de générateur de la post-inspiration.  

Figure 11 : Localisation de PiCo et caractérisation de son activité au sein d’une tranche 
horizontale de bulbe rachidien 
A gauche, tracés représentatifs de l’activité enregistrée au niveau des neurones de PiCo (en 
noir) en comparaison de celle enregistrée simultanément au niveau du préBötC (en violet), en 
absence ou en présence noradrénaline (NE). Les décharges des neurones de PiCo produites 
spontanément surviennent après celles des neurones du préBötC. La NE est ajoutée pour 
favoriser l’excitabilité neuronale qui pourrait être diminuée au sein de la tranche qui ne contient 
pas le pont. En présence de NE l’activité post-inspiratoire est facilitée. Au centre, représentation 
schématique de la tranche horizontale de bulbe rachidien. La partie de gauche montre la 
localisation de PiCo et du préBötC par rapport au noyau facial (VII N) et au noyau ambigu 
(NA) et la partie droite représente l’amplitude des décharges enregistrées sur les neurones du 
PiCo sous forme de carte thermique. Adaptée de (Anderson et al., 2016). 

d. Le groupe respiratoire dorsal (DRG) 

Chez le chat, le groupe respiratoire dorsal (DRG pour Dorsal Respiratory Group) est 

une structure bilatérale située dans la partie dorso-médiane du bulbe rachidien (Bianchi, 1971). 

Il correspond à la subdivision ventro-latérale du noyau du tractus solitaire (vlNTS) et contient 

des neurones bulbo-spinaux majoritairement inspiratoires dont les axones projettent vers les 

motoneurones phréniques (Bianchi, 1971, Berger, 1977, Grelot et al., 1988). Des neurones 

proprio-bulbaires y ont également été décrits, ils envoient des afférences vers le bulbe ventro-

latéral aux structures vraisemblablement impliquées dans la rythmogenèse respiratoire 

(Norgren, 1978, Ross et al., 1985, Otake et al., 1989).  

Chez le rongeur, l’existence du DRG reste très controversée. D’une part, l’ablation in 

vitro sur des préparations de système nerveux central isolé de rat nouveau-né de la partie dorsale 
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du bulbe rachidien contenant le vlNTS, n’a aucun effet sur la fréquence respiratoire et 
l’amplitude de l’activité inspiratoire (Hilaire et al., 1990). D’autre part, la détection par 
l’intermédiaire de techniques d’imagerie à fluorescence voltage-sensible des neurones ayant 

une activité inspiratoire a été montrée chez le rat nouveau-né dans la région du DRG (Onimaru 

& Homma, 2005b), supportant l'hypothèse de l'existence d'un DRG chez le rat, du moins chez 

le rat nouveau-né. Chez la souris, sa lésion in vitro sur des préparations de système nerveux 

central isolé n’a aucun effet sur la fréquence respiratoire, ce qui est similaire à ce qui a été décrit 

chez le rat nouveau-né mais entraine une diminution de l’amplitude de l’activité inspiratoire. 

e. Le groupe respiratoire ventral (VRG) 

Le groupe respiratoire ventral (VRG pour Ventral Respiratory Group) a été décrit pour 

la première fois par Bianchi chez le chat en 1971 (Bianchi, 1971). Il se présente sous la forme 

d’une colonne longitudinale bilatérale située sur la partie ventro-latérale du bulbe rachidien. Il 

s’étend de la jonction bulbo-spinale jusqu’à l’extrémité caudale du noyau facial. Il est subdivisé 
en trois régions distinctes : caudale (VRGc), intermédiaire (VRGi) et rostrale (VRGr). 

Cependant le découpage en trois régions ne fait pas consensus. D’autres subdivisent le VRG en 
seulement deux régions, organisation constatée chez les rongeurs (Alheid et al., 2002, Feldman 

& Del Negro, 2006, McCrimmon et al., 2004) où les complexes de Bötzinger et pré-Bötzinger 

sont dès lors exclus du VRG. Ces groupes respiratoires ventraux constituent les voies de sortie 

de la commande centrale respiratoire en comprenant des motoneurones et pré-motoneurones 

innervant les muscles respiratoires. Les neurones rostraux projettent sur les motoneurones 

spinaux phréniques, innervant le diaphragme et les motoneurones inspiratoires, innervant les 

muscles intercostaux (Bianchi et al., 1995a). Les neurones respiratoires caudaux projettent vers 

les motoneurones spinaux thoraciques et lombaires (Ezure, 1990). Ainsi, les groupes 

respiratoires ventraux ont une grande importance dans la mise en place du signal approprié à la 

contraction des muscles respiratoires (Ellenberger & Feldman, 1990). Ils transforment le signal 

rythmique généré par les groupes neuronaux en amont en signal contractile relayé jusqu’aux 
muscles effecteurs.  

δe VRGc s’étend de la jonction bulbo-spinale à l’obex (Bianchi et al., 1995a). Il contient 

une forte densité de neurones expiratoires bulbo-spinaux (Arita et al., 1987, Zheng et al., 1991, 

Dobbins & Feldman, 1994) se projetant sur les motoneurones expiratoires des muscles 

abdominaux et intercostaux internes (Merrill, 1970, Bianchi, 1971, Miller et al., 1985). 

Le VRGi correspond aux noyaux ambigu et para-ambigu (Bianchi, 1971, Kalia, 1981). 

Le noyau ambigu contient les motoneurones laryngés et pharyngés (Bieger & Hopkins, 1987) 

qui sont à l’origine d’une commande s’exerçant sur les muscles des voies aériennes supérieures 

(Bianchi et al., 1988, Grelot et al., 1989, Barillot et al., 1990). Le noyau para-ambigu contient 

des neurones pré-moteurs bulbo-spinaux respiratoires qui projettent sur les motoneurones 

spinaux innervant les muscles respiratoires thoraciques et des neurones propriobulbaires qui 

interviendraient dans la synchronisation des muscles des voies aériennes supérieures avec ceux 
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de la cage thoracique (Bellingham, 1998, Bianchi, 1971, Ellenberger et al., 1990a, Dobbins & 

Feldman, 1994, Bianchi et al., 1995a).  

Le VRGr correspond à la portion rostrale du noyau ambigu et à la formation réticulée 

adjacente (VLM). Il contient les complexes de Bötzinger et de Pré-Bötzinger situés en position 

ventro-médiane par rapport au noyau ambigu. Le complexe de Bötzinger contient des neurones 

expiratoires qui projettent vers le bulbe rachidien caudal et la moelle épinière (Bystrzycka, 

1980). D’après Smith et collaborateurs (Smith et al., 2007), ce complexe aurait un rôle 

important dans le contrôle de la transition de phase, notamment entre les activités inspiratoire 

et expiratoire du réseau respiratoire.  

Nous adopterons l’organisation anatomique décrite chez le rongeur qui découpe le VRG 
en une partie rostrale (rVRG) et une partie caudale (cVRG). Le VRGi décrit précédemment 

devient le rVRG et les complexes de Bötzinger et pré-Bötzinger se retrouvent exclus du VRG 

et apparaissent plutôt en tant que compartiments à part entière. 

f. Les structures cathécholaminergiques 

- Noyau réticulaire bulbaire ventro-latéral (VLM)- A1C1 

Ce groupement de cellules est situé dans la région ventro-latérale du bulbe rachidien au 

sein du VRGr (Ellenberger & Feldman, 1990). Sa partie rostrale est composée essentiellement 

des neurones adrénergiques (C1) alors que sa partie caudale comprend une majorité de neurones 

noradrénergiques (A1). Il a été montré que les neurones C1 ont un rapport privilégié avec les 

neurones du préBötC (Ellenberger & Feldman, 1990, Ellenberger et al., 1990b), suggérant une 

interaction fonctionnelle avec celui-ci. Le rôle fonctionnel de ce groupe dans la modulation de 

la CCR a été suggéré à partir d’études in vitro sur des préparations de bulbe rachidien-moelle 

épinière isolées. En effet, l’application d’un antagoniste des adrénorécepteurs αβ induit une 
diminution de la fréquence des décharges inspiratoires. Alors que l’application de la tyrosine, 
précurseur entre autres des catécholamines, accélère la fréquence de ces décharges inspiratoires. 

Ainsi, les auteurs ont proposé que A1C1 module le générateur inspiratoire notamment au moyen 

d’une synthèse endogène de noradrénaline en activant des adrénorécepteurs αβ localisés sur les 
neurones du complexe de pré-Bötzinger (Viemari et al., 2005, Zanella et al., 2005). 

- NTS commisural et médian - A2C2 

Ce groupement cellulaire est situé dans le noyau du tractus solitaire (NTS) au niveau de 

la partie dorso-médiane du bulbe rachidien. Il est composé de neurones noradrénergiques A2 et 

adrénergiques C2 qui suivent une distribution rostro-caudale comme A1C1. Chez les rongeurs, 

cette région est surtout citée pour son implication dans la médiation du stimulus hypoxique. En 

effet, elle a été décrite pour son rôle en tant que centre d’intégration de nombreuses afférences 

notamment celles provenant des chémorécepteurs périphériques situés sur les corps carotidiens 

(Davies & Edwards, 1973, Lipski et al., 1977).  
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De plus, il a été montré in vitro sur des tranches de bulbe rachidien qu’en cas de lésions 

électrolytiques bilatérales, le rythme respiratoire n’est pas affecté mais que la variabilité 

respiratoire est augmentée, suggérant que les neurones A2C2 jouent un rôle dans la stabilisation 

du rythme respiratoire (Zanella et al., 2006). 

g. Les structures sérotoninergiques 

La majorité des neurones sérotoninergiques est localisée dans les noyaux des raphés 

Pallidus, Obscurus, Magnus, Médian et Dorsal (Steinbusch & Nieuwenhuys, 1981). Dans une 

moindre mesure, des neurones sérotoninergiques sont retrouvés dans, le groupe parapyramidal 

(Bradley et al., 2002, Richerson, 2004), la partie caudale du Locus coeruleus et les raphés 

pontiques (Hornung, 2003, Hilaire et al., 2010). 

Les noyaux des raphés 

En 1964, Dahlstrom et Fuxe ont proposé une classification des structures 

sérotoninergiques au sein du tronc cérébral (Dahlstrom & Fuxe, 1964) en fonction de leur 

organisation caudo-rostrale de sorte que les groupements cellulaires de B1à B4 appartiennent 

au groupe sérotoninergique caudal et de B5 à B9 au groupe sérotoninergique rostral (Figure 

12).  

δes raphés caudaux se distinguent des raphés rostraux par rapport à l’orientation de leurs 
efférences. En effet, la majorité des neurones sérotoninergiques des raphés caudaux projettent 

vers les structures caudales, telles que les motoneurones phréniques, le noyau mPB et lPB, le 

Kölliker-Fuse, le noyau ambigu, le cNTS et mNTS, le RTN, le BötC et pré-BötC et le noyau 

hypoglosse (Thor & Helke, 1989, Holtman et al., 1990, Ptak et al., 2009). A l’opposé, les 
noyaux raphés rostraux projettent majoritairement vers le télencéphale et le diencéphale. 

Figure 12 : Représentation schématique de la distribution des noyaux du raphé dans le 
tronc cérébral chez la souris 
Vue sagittale du tronc cérébral (à gauche) et dorsal de l’encéphale (à droite) illustrant les 
noyaux des raphés caudaux (jaune) et rostraux (orange). RMg: noyau du Raphé Magnus; ROb: 
noyau du Raphé Obscurus; RPa: noyau du Raphé Pallidus ; MnR: noyau du Raphé Médian; 
RDo: noyau du Raphé Dorsal; RPo: noyau du Raphé Pontique. David Marcel Baum, Thèse 

de Doctorat de Sorbonne Université, mars 2018. 
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- Raphé Obscurus (ROb – B1) 

Le ROb est localisé au niveau de la région ventro-médiane du bulbe rachidien, dorsal 

au RPa et s’étend comme ce dernier tout le long du bulbe rachidien (Jacobs & Azmitia, 1992). 

Sa stimulation électrique entraine une diminution de la fréquence de décharge des 

motoneurones phréniques de manière proportionnelle à l’intensité et à la fréquence du stimulus 
électrique administré (Lalley, 1986a) suggérant un effet inhibiteur sur la CCR. Cependant, 

plusieurs observations contredisent cette première hypothèse et démontrent un effet du ROb 

facilitateur sur la CCR (Cao et al., 2006a, Ptak et al., 2009). Ptak et ses collaborateurs 

démontrent qu’une grande partie des neurones sérotoninergiques du ROb est spontanément 
activée et que ces neurones se projettent directement sur le pré-Bötzinger. Par opposition aux 

travaux de δalley, ces derniers font l’hypothèse de connections excitatrices réciproques 
originaires du réseau respiratoire d’où une augmentation de l’activité des neurones 
sérotoninergiques pendant la phase inspiratoire (Ptak et al., 2009). Dernièrement, la mise en 

œuvre de techniques d’optogénétique a permis de confirmer ce rôle excitateur des neurones 

sérotoninergiques sur la respiration in vivo (Depuy et al., 2011). Ainsi, le rôle précis du ROb 

dans la commande respiratoire semble pour l’instant conflictuel, bien qu’il ne soit pas exclu 
qu’il s’agisse de populations sérotoninergiques distinctes qui exercent ces effets apparemment 

contradictoires. 

- Raphé Pallidus (RPa – B2) 

Le noyau du raphé pallidus (RPa) contient un groupe très dense de neurones 

sérotoninergiques. Il est localisé au niveau de la région ventro-médiane du bulbe rachidien, 

ventral au ROb et s’étend tout le long du bulbe rachidien (Jacobs & Azmitia, 1992). Des études 

de traçage neuronal révèlent des projections axonales directes entre le RPa et les motoneurones 

phréniques spinaux (Dobbins & Feldman, 1994, Hosogai et al., 1998). δ’activation du RPa 
avec des stimuli chimiques ou électriques aboutit à une facilitation respiratoire (Lalley, 1986a, 

Cao et al., 2006a). Il a par ailleurs été suggéré que parmi les neurones du RPa certains sont des 

neurones proprio-bulbaires projetant notamment sur le pré-BötC (Yu et al., 2011). Ces études 

confirment son rôle dans la modulation facilitatrice de la CCR. 

- Raphé Magnus (RMg – B3) 

Le RMg est localisé au niveau de la région ventro-médiane mais plus latéralement que 

le RPa et Rob (Jacobs & Azmitia, 1992). Les expériences de Lalley démontrent que la 

stimulation électrique du RMg déprime la fréquence des décharges phréniques 

proportionnellement à l’intensité et à la fréquence du stimulus appliqué (Lalley, 1986a).  Des 

connections directes ont été mises en évidence entre le RMg et le réseau neuronal respiratoire 

(Gaytan & Pasaro, 1998). Cependant, une lésion spécifique des neurones sérotoninergiques du 

RMg ne modifie pas cette activité respiratoire (Dias et al., 2007) suggérant que les neurones 

sérotoninergiques ne sont pas impliqués dans cet effet inhibiteur. δ’administration 
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intraveineuse de bicuculline, un antagoniste des récepteurs GABAA, réduit significativement 

l’inhibition induite par une stimulation du Rεg (Cao et al., 2006b). δ’intervention 
GABAergique peut être à l’origine de ces observations contradictoires (Gargaglioni et al., 

2008). Ces résultats suggèrent donc une implication de voies GABAergiques et non 

sérotoninergiques dans l’effet inhibiteur du Rεg sur l’activité respiratoire. 

Le groupe parapyramidal (PP) 

Le PP est une structure bilatérale localisée à la surface ventrale du bulbe rachidien en 

bordure des pyramides (Connelly et al., 1989, Stornetta et al., 2005). Il est composé en partie 

de neurones proprio-bulbaires qui projettent vers le NTS et le VRG, des liens anatomiques qui 

pourraient justifier son rôle dans la modulation de la CCR (Stornetta & Guyenet, 1999, Ribas-

Salgueiro et al., 2006). Des études ont montré l’implication des neurones PP dans la réponse 
respiratoire à l’hypoxie (Erickson & Millhorn, 1994, Bodineau et al., 2000a, Voituron et al., 

2005, Voituron et al., 2011). Par ailleurs, ces neurones ont aussi été décrits comme sensibles à 

l’hypercapnie (Bradley et al., 2002, Richerson, 2004). En effet, des études suggèrent que les 

neurones du PP sont intrinsèquement sensibles aux variations de concentration en ions H+ 

(Ribas-Salgueiro et al., 2005), avec une augmentation de la fréquence de décharge de ces 

neurones en réponse à une augmentation de la concentration en ions H+. 

2. Au sein du pont 

a. Le groupe respiratoire pontique (PRG) 

Le groupe respiratoire pontique dénommé ainsi par Feldman en 1986 (Feldman, 1986) 

(PRG pour pontine respiratory group), localisé au niveau de la partie dorso-latérale du pont, 

comprend les noyaux Kölliker-Fuse (KF) et parabrachiaux médian et latéral (mPB et lPB) 

(Arata, 2009). Il est composé de neurones inspiratoires, expiratoires et transitionnels (Bertrand 

& Hugelin, 1971, COHEN, 1979, Dick et al., 1994). Le PRG ne semble pas être nécessaire à la 

genèse du rythme respiratoire (Dick et al., 1994). En effet, sur des tranches de bulbe rachidien 

isolées, un rythme respiratoire est conservé malgré l’absence du PRG (Smith et al., 1991, Lieske 

et al., 2000). Néanmoins, le PRG reçoit des afférences en provenance de différentes structures 

bulbaires, plus particulièrement du NTS (Loewy & Burton, 1978), de la surface ventrale du 

bulbe rachidien (Loewy et al., 1981) et des noyaux des raphés (Gang et al., 1991). Ces multiples 

afférences peuvent moduler le rythme respiratoire. Il entretient aussi des connexions avec une 

structure pontique noradrénergique A5 (Dawid-Milner et al., 2003) et des structures 

mésencéphaliques et diencéphaliques telles que les noyaux paraventriculaires et noyau dorso-

médian de l’hypothalamus (Saper et al., 1976a, Vibert et al., 1979, Moga et al., 1990, Bester et 

al., 1997). 

δ’ensemble des expériences menées jusqu’à aujourd’hui suggère que le PRG peut 

influencer la terminaison de la phase inspiratoire et la durée des phases du cycle mais aussi 
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qu’il semblerait constituer un relais entre les structures supra-pontiques et les structures 

respiratoires bulbaires (Dick et al., 1994, Bianchi et al., 1995a, Bester et al., 1997). 

b. Les structures cathécholaminergiques 

- A5 

Ce groupe cellulaire contient des neurones noradrénergiques dispersés dans la zone 

ventro-latérale du pont caudal. Des connections avec le NTS, le PRG ainsi qu’avec l’aire 
périfornicale et la région périventriculaire de l'hypothalamus ont été mises en évidence (Byrum 

et al., 1984, Woodruff et al., 1986, Byrum & Guyenet, 1987, Dawid-Milner et al., 2003). La 

stimulation des neurones noradrénergiques A5 entraine une diminution de la fréquence 

respiratoire et devient inefficace en présence d’antagonistes noradrénergiques (Hilaire et al., 

1989, Errchidi et al., 1990). Réciproquement, l’élimination du pont entraine une augmentation 
de la fréquence respiratoire. Ces observations suggèrent que le groupe A5 exerce un effet 

inhibiteur sur la CCR. Cet effet inhibiteur serait induit par une libération de noradrénaline 

conduisant à l’activation des récepteurs α2 (Hilaire et al., 1989, Errchidi et al., 1991, Hilaire et 

al., 2004). En effet, l’exposition à un antagoniste de ces récepteurs entraine ce qui semble être 

une levée d’inhibition et induit une augmentation de la fréquence respiratoire (Errchidi et al., 

1990, Errchidi et al., 1991, Hilaire et al., 2004). 

- Locus coerulus (A6) 

Ce groupement cellulaire pontique bilatéral et adjacent au quatrième ventricule, s’étend 
tout le long du pont et présente une forte densité de neurones noradrénergiques. Il est considéré 

comme étant la source majeure de l’innervation noradrénergique de l’encéphale puisqu’il est 
responsable de 90% des projections noradrénergiques (Blier, 2000, Viemari, 2008). Oyamada 

et collaborateurs ont montré in vitro sur des préparations de SNC isolées que les neurones A6 

sont sensibles aux variations de CO2/H+ et proposent que ces neurones modulent la CCR en 

recevant et envoyant des projections aux neurones respiratoires (Oyamada et al., 1998, 

Oyamada et al., 1999). Ces effets seraient médiés par les récepteurs noradrénergiques α1, dans 

la mesure où l’exposition de préparations de SNC in vitro contenant le groupe A6 à un 

antagoniste de ces récepteurs entraine une diminution de la fréquence respiratoire (Viemari et 

al., 2004a, Viemari, 2008). A noter que ces récepteurs ont été décrits comme présents sur les 

neurones inspiratoires du préBötC (Hakuno et al., 2004, Viemari et al., 2004a). Ces expériences 

suggèrent que les neurones A6 auraient un effet excitateur sur les structures responsables du 

rythme respiratoire via l’activation des récepteurs noradrénergiques α1. D’autres études in vivo 

ont décrit que les neurones A6 sont stimulés par une hypoxie et que cela entraine une 

augmentation de l’activité phrénique (Guyenet et al., 1993, Yang et al., 1997) 
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- Partie dorsale du noyau subcoeruleus (A7) 

Ce groupe cellulaire pontique se situe dans la région dorso-latérale du pont. Des traceurs 

rétrogrades chez le rat ont mis en évidence que le noyau subcoeruleus (SubC) contient des 

neurones pré-moteurs qui projettent vers le noyau hypoglosse, suggérant une implication du 

SubC dans les mouvements des muscles pharyngés (Fay & Norgren, 1997). La combinaison de 

traceurs rétrogrades injectés dans le noyau hypoglosse avec l’immunodétection de la tyrosine 
hydroxylase a révélé que les afférences provenant de la partie dorsale du SubC (dSubC) vers le 

noyau hypoglosse proviennent du groupe noradrénergique A7 (Aldes et al., 1992). 

δ’administration localisée dans le SubC d’un agoniste des récepteurs 2, récepteurs dont 

l’action est inhibitrice, diminuait l’amplitude du nerf hypoglosse (Fenik et al., 2008). Il 

semblerait que le dSubC ait un effet modérateur sur la ventilation en hypoxie. L'hypoxie 

provoque notamment une diminution réversible du niveau d'activité musculaire respiratoire 

chez les fœtus d’ovins, un effet qui n'est pas observé chez les agneaux nouveau-nés. Sur cette 

observation, une équipe (Breen et al., 1997) a voulu identifier les neurones qui sont activés par 

l'hypoxie et qui peuvent induire cette inhibition motrice  chez le fœtus. Des brebis gestantes 
sont soumises à une hypoxie à 9% O2 pendant 2 heures. Comparativement aux fœtus témoins 
non exposés à l’hypoxie, chez les fœtus de ces brebis, l'hypoxie a provoqué une augmentation 
significative du nombre de neurones c-FOS-positifs dans plusieurs noyaux médullaires et 

pontiques, notamment le noyau subcoeruleus. De plus, ces neurones sont catécholaminergiques. 

L'hypoxie chez les agneaux nouveau-nés, âgés de 7 à 18 jours, a entraîné une augmentation de 

l’expression de c-fos dans les mêmes régions, à l'exception de la région subcoeruleus. Lorsque 

des agneaux nouveau-nés, dont les nerfs du sinus carotidien avaient été sectionnés 

bilatéralement (chémodénervation), étaient soumis à une hypoxie, le schéma d’expression de 
c-fos était similaire au schéma observé chez des agneaux témoins chémodénervés mais en plus, 

l’augmentation de l’expression de c-fos a été observée dans le subcoeruleus. Ces résultats 

suggèrent qu'un ensemble spécifique de neurones du subcoeruleus est activé par l’hypoxie chez 
le fœtus ovin mais pas chez l'agneau nouveau-né en présence d'une innervation intacte du sinus 

carotidien. Ils ont alors émis l'hypothèse que dans le fœtus ovin, l'hypoxie active des neurones 
O2-sensibles catécholaminergiques modérateurs de la CCR dans la région dorsale du 

subcoeruleus, ce qui provoque l'arrêt des mouvements respiratoires et qu'après la naissance, la 

stimulation des chémorécepteurs carotidiens par l'hypoxie inhibe normalement l'activation de 

ces neurones. Une autre étude, à laquelle j’ai participé en tant que co-auteure, réalisée chez la 

souris nouveau-née âgée d’un jour montre que l’hypoxie induit, comme chez le mouton, une 
élévation du nombre de neurones c-FOS-positifs dans la région du dSubC (Perrin-Terrin et al., 

2016b). Cependant, la participation de ce groupe cellulaire à la mise en place de la dépression 

respiratoire hypoxique n’a pas été constatée chez d’autres rongeurs nouveau-nés (Berquin et 

al., 2000b). Il semblerait que chez la souris nouveau-née âgée de 1 jour, il n’y ait pas 
d’inhibition de ce mécanisme fœtal à la naissance, ce qui contribuerait à renforcer la dépression 
respiratoire hypoxique. Dans la mesure où une telle activation n’est pas rencontrée chez le rat 
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nouveau-né, nous avons émis l’hypothèse que ce soit le caractère immature de la souris 
nouveau-née par rapport au rat nouveau-né qui soit à l’origine de cette différence. Ces données 

sont à mettre en relation avec une récente publication qui rapporte une hypoplasie dans la région 

dorso-latérale du pont chez des nouveau-nés décédés de mort subite du nourrisson (Lavezzi, 

2015). Cela souligne l’intérêt qu’il pourrait y avoir à rechercher plus spécifiquement des 

altérations affectant le SubC dans le cas de troubles respiratoires chez le nouveau-né. 

 Rôle spécifique de certaines structures supra-pontiques sur le réseau 

neuronal respiratoire bulbo-pontique 

D’autres groupements neuronaux sont des régulateurs de la commande issue des 

générateurs de la respiration, nous les évoquerons dans les paragraphes qui vont suivre. 

1. La substance grise périaqueducale (PAG) 

La substance grise périaqueducale (PAG pour Periaqueductal gray) est localisée tout 

autour de l’aqueduc de Sylvius au sein du mésencéphale. Elle est subdivisée fonctionnellement 

en trois régions : la PAG dorso-latérale (dlPAG), latérale (lPAG) et ventro-latérale (vlPAG) 

(Liu & Hamilton, 1980, Behbehani, 1995). Kabat est le premier à avoir montré en 1936 que la 

stimulation électrique de la PAG exerce un effet facilitateur sur la respiration (Kabat, 1936). 

Des enregistrements réalisés par Orem et Netick ont ensuite montré qu’une faible proportion 
des neurones (15%) de la PAG présentaient des patterns de décharges temporellement liés aux 

phases du cycle respiratoire (Orem & Netick, 1982). Chez le rat, la PAG reçoit de nombreuses 

afférences provenant de l’hypothalamus et envoie des efférences vers différentes structures 

bulbo-pontiques, comme le KF, le bulbe rachidien ventro-latéral et le NTS (Cameron et al., 

1995a, Cameron et al., 1995b), suggérant son implication dans CCR. En effet, la stimulation 

électrique de la dlPAG chez le rat diminue le temps expiratoire et augmente la fréquence 

respiratoire (Hayward et al., 2003, Zhang et al., 2005). Les parties latérales jouent un rôle 

facilitateur dans le rythme respiratoire et la phonation en stimulant l’accélération de la 
contraction du diaphragme (Hayward et al., 2003, Zhang et al., 2005). 

Depuis, la PAG a principalement été décrite pour son rôle dans l’adaptation de la CCR 

à des stimuli hypercapniques et notamment de par le fait qu’elle pourrait servir de relais entre 
les structures hypothalamiques chémosensibles aux CO2/H+ et le réseau respiratoire bulbo-

pontique (Ryan & Waldrop, 1995, Horn & Waldrop, 1998). 

2. L’hypothalamus  
Dans le diencéphale, l’hypothalamus régule de nombreuses fonctions contribuant à 

l’homéostasie du milieu intérieur, le contrôle de la respiration n’y échappe pas. 
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a. L’hypothalamus caudal 
δ’hypothalamus caudal est situé dans la partie ventrale du diencéphale et est subdivisé 

en trois régions majeures : l’aire hypothalamique postérieure (PH), le noyau dorso-médian 

(Dε) et l’aire hypothalamique latérale (δH) (Waldrop & Porter, 1995). Des injections de 

traceur antérograde ont permis à certains auteurs de montrer que l'hypothalamus caudal envoie 

des afférences au mésencéphale, au Kölliker-Fuse, aux neurones du bulbe rachidien ventro-

latéral ainsi qu’au mNTS (Ricardo & Koh, 1978, Vertes & Crane, 1996, Vicente et al., 2016). 

Par ailleurs, il a également été montré que l’hypothalamus caudal renferme des neurones pré-

moteurs qui envoient des projections aux motoneurones phréniques (Yeh et al., 1997). 

Kabat est le premier a montrer que la stimulation électrique de l’hypothalamus caudal 
entraine un effet facilitateur sur la respiration (Kabat, 1936). Son rôle dans la CCR a ensuite été 

étudié dans le cadre de plusieurs études qui ont bloqué ou aboli l'activité de ces neurones par 

injection de barbituriques ou via des lésions électrolytiques (Redgate & Gellhorn, 1958, Keller, 

1960, Waldrop et al., 1986, Waldrop & Porter, 1995). Il a ainsi été démontré que leur 

inactivation diminue l’activité de la CCR, en particulier la fréquence respiratoire indiquant que 
les neurones de l'hypothalamus caudal ont une influence excitatrice sur la CCR. Par la suite, 

des enregistrements unitaires réalisés sur ces neurones ont montré qu’ils présentent une activité 
proportionnelle à la fréquence respiratoire et augmentée en réponse à l’hypoxie et à 
l’hypercapnie chez le chat anesthésié (Dillon & Waldrop, 1993). En effet, il a été observé qu’en 
cas de stimuli hypoxiques ou hypercapniques les neurones de l’hypothalamus caudal 
augmentent leur fréquence de décharge et que cette réponse n’est pas altérée en cas de blocage 
des transmissions synaptiques, suggérant une propriété chémosensible intrinsèque de ces 

neurones (Dillon & Waldrop, 1993). A noter qu’il est apparu dans cette étude que les neurones 

répondant à l’hypoxie ne sont pas les mêmes que ceux qui répondent à l’hypercapnie. Enfin, 

l’hypothalamus caudal semble être un relais entre l’influence des structures rostrales au 
diencéphale et le réseau respiratoire bulbo-pontique. Des études ont révélé qu’en cas de section 
de l’encéphale rostrale au diencéphale la ventilation augmentait tandis qu'une section au niveau 
des colliculi n'a aucun effet sur la ventilation, suggérant que les zones rostrales au diencéphale 

exercent un effet inhibiteur sur la respiration qui est contrebalancé par une influence facilitatrice 

provenant du diencéphale (Fink et al., 1962, Tenney & Ou, 1977). 

b. L’hypothalamus rostral 
δ’hypothalamus rostral est situé dans la partie rostrale du diencéphale. δe noyau 

paraventriculaire (PVN) est une structure de l’hypothalamus rostral qui semble être importante 
dans la régulation de la CCR. Des analyses de traceurs antérogrades ont mis en évidence une 

forte densité d’afférences provenant du PVN dans le préBötC, le noyau hypoglosse et les 

motoneurones phréniques (Mack et al., 2007, Kc et al., 2010). Le PVN contient essentiellement 

des neurones vasopressinergiques et ocytocinergiques.  δ’ocytocine exerce des fonctions 
cardio-respiratoires en augmentant la fréquence respiratoire et cardiaque (Jameson et al., 2016). 



Chapitre 1: La commande centrale respiratoire 
– Les mécanismes neuronaux de la genèse du rythme respiratoire  

– 33 – 

δe blocage des récepteurs à l’ocytocine dans le préBötC abolit ces effets (Mack et al., 2007). 

En tant que neurotransmetteur, la vasopressine exerce des fonctions similaires à l’ocytocine en 
augmentant pareillement les fréquences respiratoire et cardiaque, des effets qui sont atténués 

lors de l’administration d’un bloquant des récepteurs de la vasopressine dans le préBötC (Kc et 

al., 2010). Ainsi, les neurones vasopressinergiques et ocytocinergiques de l’hypothalamus 
rostral semblent avoir des effets majeurs sur les adaptations cardio-respiratoires. 

 Les mécanismes neuronaux de la genèse du rythme respiratoire 

δa genèse du rythme respiratoire s’effectue au sein du réseau neuronal respiratoire 
bulbo-pontique présenté ci-dessus. Les neurones respiratoires sont nécessaires à l’émergence 
d’un rythme respiratoire. Certains neurones présentent des propriétés autorythmiques, d’autres 
une activité rythmique acquise grâce aux générateurs.  

Cette genèse repose principalement sur les trois générateurs décrits ci-dessus, c’est la 
théorie du triple oscillateur. Ce sont ces générateurs distincts et couplés qui ordonnent le rythme 

respiratoire c’est-à-dire l’alternance entre les trois phases de la respiration, en stimulant des 
neurones pré-moteurs du tronc cérébral qui eux projettent et activent les motoneurones 

innervant les muscles respiratoires (Figure 13). Il semblerait que l’inspiration soit une phase 
indispensable du cycle respiratoire générée par le préBötC alors que les phases post-inspiratoire 

et expiratoire actives soient conditionnelles, entrainées par le couplage des trois générateurs 

distincts précités (Del Negro et al., 2018). Parmi ces 3 générateurs, le préBötC semblerait avoir 

une place de choix en coordonnant les 3 phases du cycle respiratoire (Anderson & Ramirez, 

2017, Del Negro et al., 2018).  D’un côté sa seule activité génère l’inspiration et de l’autre son 
couplage avec le pFRG et le PiCo initie respectivement l’expiration active et la post-inspiration 

(Del Negro et al., 2018). Si le couplage préBötC-pFRG et préBötC-PiCo est établi, d'autres 

études sont encore nécessaires pour sonder les interactions entre le pFRG et PiCo. Cependant, 

les bases se solidifient pour commencer à comprendre la combinaison dynamique entre les trois 

générateurs, indépendants et couplés, du rythme respiratoire. Un dysfonctionnement de ces 

derniers aurait pour résultat une perturbation du cycle ventilatoire (Mellen & Thoby-Brisson, 

2012). Ces générateurs sont également étroitement influencés par d’autres structures composant 
elles aussi le réseau neuronal respiratoire.  

δes mécanismes neuronaux à l’origine de cette rythmogenèse ne sont pas pleinement 
élucidés. Nous verrons comment les trois phases de la respiration pourraient être générées et 

interconnectées. Pour cela, trois modèles ont été proposés et coexistent i.e. le modèle 

d’inhibition réciproque, le modèle pacemaker et le modèle hybride. 
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Figure 13 : Représentation sagittale du bulbe rachidien 
de souris montrant la localisation des 3 générateurs du 
rythme respiratoire et illustrant la théorie du « triple 
oscillateur » 
Trois générateurs couplés et anatomiquement distincts 
génèrent les trois phases du rythme respiratoire chez les 
mammifères : préBötC, PiCo et pFRG, génèrent 
respectivement l'inspiration (I), la post-inspiration (PI) et 
l'expiration active (AE). Ces phases du cycle ventilatoire 
peuvent être observées au niveau des décharges motrices des 
nerfs abdominaux, phréniques et vagues. Elles sont 
précisément coordonnées pour produire un cycle respiratoire. 
Abd: nerf abdominal; Ph: nerf phrénique; XN: nerf vague ; 
BötC: complexe de Bötzinger; NA: noyau ambigu; LRt: 
noyau réticulaire latéral; VII: noyau facial; XII: noyau 
hypoglosse : pFRG : groupe respiratoire parafacial ; 
préBötC : complexe de pré-Bötzinger : PiCo : complexe 
post-inspiratoire. D’après (Ramirez et al., 2016). 

1. Le modèle d’inhibition réciproque ou modèle réseau 

Selon ce modèle, l’établissement des phases du cycle respiratoire repose sur des 
interactions entre les neurones respiratoires composant le réseau neuronal respiratoire. Il 

propose que le rythme respiratoire résulte de connexions inhibitrices au sein des neurones 

respiratoires (Feldman & Smith, 1989, Richter, 1982, Shao & Feldman, 1997, Brockhaus & 

Ballanyi, 1998, Haji et al., 2000, Richter & Spyer, 2001). Les neurones du réseau respiratoire 

s’agenceraient en une boucle d’inhibition. δ’inhibition réciproque entre deux neurones du 
réseau réciproquement couplés par des connections synaptiques inhibitrices, assure qu’un seul 
d’entre eux puisse décharger à la fois, lorsque l’un des neurones est actif, l’autre est inhibé et 
vice-versa. En effet, un neurone de ce réseau rendu inactif conduit à une levée d’inhibition des 
neurones auxquels il est connecté. Ces neurones ainsi activés vont inhiber en retour le neurone 

qui les a activés et ainsi de suite. S’agissant des neurones respiratoires, on peut imaginer que 
l’activation des neurones inspiratoires dépendrait de la levée d’inhibition fournie par les 
neurones post-inspiratoires, qui eux-mêmes seraient sous la dépendance des neurones 

expiratoires. Ainsi un tel réseau serait capable d’assurer la production d’un rythme stable et 
modulable.   

En effet, le blocage des transmissions synaptiques inhibitrices dans une préparation in 

vitro de tronc cérébral-moelle épinière isolée provoque des apnées (Smith et al., 2007), 

montrant l’importance des connexions inhibitrices dans la genèse du rythme respiratoire. 

Cependant, ce blocage n’abolit pas totalement le rythme inspiratoire (Janczewski et al., 2013, 

Marchenko et al., 2016). Ces derniers résultats remettent en question la nécessité des 

connexions inhibitrices dans la genèse du rythme respiratoire in vivo et ont mené à l’élaboration 
d’une autre hypothèse de la rythmogenèse respiratoire. 
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2. Le modèle pacemaker 

Ce modèle pacemaker se base sur des études, réalisées sur les préparations in vitro de 

tronc cérébral-moelle épinière isolées ou sur des tranches de tronc cérébral, qui ont montré que 

des neurones respiratoires sont capables de maintenir un profil de décharge rythmique 

indépendamment d’afférences excitatrices ou inhibitrices (Onimaru et al., 1989). Ce sont les 

neurones autorythmiques, qualifiés de neurones pacemakers. Ce modèle suggère que le rythme 

respiratoire serait généré par ces neurones pacemakers avant d’être ensuite transmis à 
l’ensemble des neurones du réseau respiratoire via des interconnexions excitatrices locales 

(Butera et al., 1999). Ainsi, les neurones pacemakers imposeraient leur auto-rythme au reste 

des neurones respiratoires qui seraient alors qualifiés de « suiveurs » (Thoby-Brisson & 

Ramirez, 2001). Ces neurones autorythmiques ont été localisés au niveau du préBötC (Smith 

et al., 1991, Johnson et al., 1994, Thoby-Brisson & Ramirez, 2001) ainsi que dans le pFRG 

(Onimaru & Homma, 2003) et tout récemment au sein du PiCo (Anderson et al., 2016). 

εême s’il reste à décortiquer, là où les connaissances sont encore à leur balbutiement, 

l’importance fonctionnelle jouée par certains générateurs sur le rythme respiratoire, les études 
récemment menées au cours des dernières décennies et en particulier pour le préBötC n’ont fait 
que souligner l’importance de ces derniers dans la rythmogenèse puisque sans eux le rythme 

respiratoire ne semble pas pouvoir être initié (Feldman et al., 2003, Del Negro et al., 2005, 

Feldman et al., 2013, Del Negro et al., 2018). 

3. Le modèle hybride 

Ce modèle jette un pont entre les théories de réseau et de pacemaker en soutenant 

autorythmicité et phénomène d’inhibition, sans pour autant réussir à proposer un modèle de la 
rythmogenèse respiratoire incluant toutes les observations in vitro obtenues lors des différentes 

études s’intéressant aux mécanismes neuronaux du réseau neuronal respiratoire. δa 
rythmogenèse respiratoire in vivo nécessite certainement autant les propriétés autorythmiques 

intrinsèques des neurones pacemakers que les connexions inhibitrices qui relient deux groupes 

de neurones de fonction antagoniste, et les deux sont sans aucun doute à prendre en compte 

dans l’étude de la commande centrale respiratoire. 
δe modèle hybride tente d’appréhender la rythmogenèse selon l’organisation suivante : 

les pacemakers seraient responsables de la génération fondamentale du rythme, mais la 

fréquence et l’amplitude seraient dépendants des influx synaptiques et donc de l’activité du 
réseau respiratoire environnant (Koshiya & Smith, 1999, Del Negro et al., 2005, Del Negro & 

Hayes, 2008). En effet, la cohabitation de propriétés des neurones respiratoires non 

autorythmiques et des neurones respiratoires pacemakers est incontestable et rien 

n’empêcherait une action concomitante des deux ou en amont l’un de l’autre dans la génération 
du rythme respiratoire. Par conséquent, la rythmogenèse du rythme respiratoire ne reposerait 

pas uniquement sur l’activité des neurones dotés de propriétés pacemakers. Il faut alors 
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considérer que le rythme respiratoire qui résulte de l’activité du réseau neuronal respiratoire 
repose aussi sur des propriétés émergentes du réseau, par le biais des interactions récurrentes 

que les neurones constitutifs entretiennent. Grâce aux couplages excitateurs chimiques et 

électriques présents entre les neurones aux propriétés similaires, des décharges rythmiques sont 

générées à l’échelle du réseau. Cet ensemble neuronal se comporte alors comme un « groupe 
pacemaker » (Rekling & Feldman, 1998, Feldman & Del Negro, 2006, Del Negro & Hayes, 

2008, Del Negro et al., 2010, Feldman et al., 2013). Ainsi l’activation de conductances 
intrinsèques dépolarisantes sous-tendent des couplages excitateurs récurrents entre les neurones 

possédant des propriétés similaires et conduisent à la genèse de décharges rythmiques qui 

s’auto-entretiendraient à l’échelle du réseau sans invoquer de propriétés pacemakers. 
Parallèlement à ces excitations récurrentes, les conductances ICAN et INaP sont activées et 

permettent d’amplifier et de généraliser les dépolarisations dues aux informations synaptiques, 
jusqu’à aboutir à la formation d’une bouffée inspiratoire dans les neurones du réseau. δa 
bouffée inspiratoire se termine par l’activation de conductances potassiques qui hyperpolarisent 
les neurones, jusqu’à ce qu’un nouveau cycle inspiratoire recommence (Rekling & Feldman, 

1998, Haji et al., 2000, Feldman & Del Negro, 2006, Rybak et al., 2007, Del Negro et al., 2010, 

Del Negro et al., 2018). Deux modèles computationnels ont été construits et confirment 

remarquablement les propriétés émergentes du réseau neuronal respiratoire (Schwab et al., 

2010, Guerrier et al., 2015). En effet, au sein du réseau, des fluctuations synaptiques peuvent 

initier l’activité de population neuronale par excitation récurrente.  
 

δe rythme respiratoire provient donc d’un réseau neuronal complexe, dont chaque partie 
est indispensable à l’émergence d’un rythme respiratoire approprié. δe fait qu’il existe encore 
différentes théories sur la genèse du rythme respiratoire est inhérent à sa complexité 

fonctionnelle. Par ailleurs, la rythmogenèse respiratoire évolue au cours du développement 

jusqu’à se stabiliser à l’âge adulte (Achard et al., 2005, Ren & Greer, 2006a, Wong-Riley et 

al., 2013). Elle repose fortement sur les capacités autorythmiques des neurones durant le 

développement utérin, tandis que l’importance du réseau s’accroit lors du développement 

(Smith et al., 2000, Feldman et al., 2003).  
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 Adaptation de la commande centrale 
respiratoire aux variations de CO2/H+ 

δ'automatisme ventilatoire est principalement assuré, nous l’avons vu dans le premier 
chapitre, par les centres respiratoires bulbo-pontiques, qui, grâce à de multiples afférences, 

ajustent la ventilation en fonction des contraintes métaboliques ou mécaniques permettant de 

maintenir l’homéostasie de l’organisme en stabilisant les pressions partielles artérielles et 

tissulaires en O2 (PaO2 /PtO2) et CO2 (PaCO2 /PtCO2), ainsi que le pH à des valeurs 

physiologiques.  La régulation de la CCR dépend donc de l’intégration de multiples signaux 
afférents comme ceux correspondant aux afférences contrôlant l’activité des centres 
respiratoires : les afférences métaboliques, déterminant la régulation chimique de la ventilation, 

et les afférences mécaniques, destinées à l’adaptation aux conditions mécaniques périphériques.  

Nous nous intéresserons uniquement à la régulation chimique de la ventilation et 

particulièrement à la réponse induite lors d’une augmentation de PCO2 artérielle et tissulaire 

et/ou d’une acidification du pH, hors du seuil physiologique. Nous décrirons d’abord la réponse 

ventilatoire à l’hypercapnie puis nous décortiquerons les mécanismes responsables de cette 
réponse. 

 Réponse ventilatoire aux variations de CO2/H+  

La réponse ventilatoire à l’augmentation de la PaCO2 peut s’illustrer sous la forme d’une 
droite représentant la ventilation minute (V̇E en δ∙min-1) en fonction de la PaCO2 (en mmHg) 

(Figure 14). Pour chaque individu cette réponse peut être évaluée selon deux critères : la valeur 

seuil de PaCO2 à partir de laquelle on observe une augmentation de la ventilation et la pente de 

la droite qui traduit la sensibilité ventilatoire à la capnie. La valeur moyenne physiologique de 

la PaCO2 chez les mammifères se situe autour de 40mmHg (Nattie, 1999). δors d’une 
augmentation de la PaCO2 au-delà de cette valeur seuil on observe une augmentation linéaire 

de la ventilation, à l’éveil ou pendant le sommeil. δa ventilation double pour une augmentation 
de 2 mmHg de la PaCO2 (Nattie, 2000, Guyenet et al., 2010a). 

Figure 14 : Représentation schématique 
de la réponse ventilatoire au CO2 chez 
l’Homme 
La ventilation augmente linéairement avec 
l’augmentation croissante de la PCO2 à 
partir d’un seuil de PCO2 à l’éveil. Pendant 
le sommeil, la pente de la réponse est plus 
faible et la valeur seuil de PCO2 à partir de 
laquelle on observe une augmentation de la 
ventilation est abaissée. D’après (Straus & 
Fiamma, 2009). 
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Une augmentation de la fraction de CO2 dans l’air inspiré (FiCO2), un frein à l’expiration 
ou une CCR insuffisante provoquent une augmentation de la PaCO2 et une baisse du pH hors 

des valeurs physiologiques. δ’organisme se trouve alors en hypercapnie, ce qui se traduit par 

une hyperventilation (Stunden et al., 2001, Bissonnette & Knopp, 2004a, Putnam et al., 2005). 

En cas d’acidose métabolique, le pH est diminué et la ventilation augmente afin d’abaisser la 
PaCO2. La ventilation (V̇E) augmente via l’augmentation de la fréquence (fR) et du volume 

courant (VT), permettant de restaurer les pressions artérielles et tissulaires en O2, CO2 et le pH 

à des valeurs physiologiques. Cette homéostasie est maintenue par la régulation du VT plutôt 

que par celle de la fR chez les humains conscients au repos (Figure 15) (Duffin et al., 2000, 

Ohashi et al., 2013). Le profil de réponse ventilatoire au CO2 est généralement constant chez 

les sujets, à savoir que les réponses du VT à une augmentation de la PCO2 diffèrent de celles de 

la fR (Figure 15). La réponse typique de la plupart des sujets s’articule ainsi : lorsque le stimulus 

respiratoire a atteint un certain seuil de CO2 noté T1, le VT et la fR augmentent linéairement 

avec la PCO2 à une pente S1, le VT contribuant plus que la fR à l'augmentation de la ventilation ; 

au-dessus d’un deuxième seuil de CO2 noté T2, le VT et la fR augmentent linéairement avec la 

PCO2 à une pente S2, la fR contribuant plus que le VT à l'augmentation de V̇E (Figure 15). Ainsi, 

dans la phase initiale de réponse au CO2, le VT contribue plus que la fR à la réponse ventilatoire 

au CO2 alors que dans la phase secondaire de réponse au CO2, la contribution de la fR à la 

réponse ventilatoire dépasse celle de VT. En d'autres termes, la réponse ventilatoire au CO2 

consiste en une augmentation initiale de VT suivie d'une augmentation secondaire de fR (Duffin 

et al., 2000, Izumizaki et al., 2011). 

 

 

Figure 15 : Réponse ventilatoire 
au CO2 illustrant les variations 
différentielles de la fréquence 
respiratoire et du volume courant 
chez l’Homme 
La ventilation augmente 
linéairement à partir d’un seuil T1 de 
PCO2 (≈ 4βmmHg) avec une pente 
S1 via une augmentation plus 
importante du volume courant (VT) 
que celle de la fréquence respiratoire 
(fR). A partir d’un nouveau seuil Tβ 
(≈ 51mmHg) de PCO2 la pente S2 de 
la réponse augmente via une 
contribution de la fR plus importante 
que celle du VT. D’après (Duffin et 
al., 2000). 
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1. Selon l’état de vigilance 

Pendant le sommeil, la réponse ventilatoire à l’hypercapnie subit des modifications 
importantes. La valeur seuil de PaCO2, c'est-à-dire la valeur de PaCO2 pour laquelle la 

ventilation commence à augmenter, se situe à des valeurs plus hautes qu'à l'éveil (Figure 14, 

page 37). De plus, la pente de la relation linéaire entre ventilation (V̇E) et niveau de PaCO2 est 

diminuée, traduisant une diminution de la sensibilité au CO2 (Figure 14, page 37). La sensibilité 

au CO2 varie selon l'état d'éveil de l'individu (Mitchell, 2004a). Ces modifications sont de plus 

en plus marquées au fur et à mesure de l'approfondissement du sommeil (Douglas et al., 1982, 

Malik et al., 2012, Newton et al., 2014). En effet, la réponse ventilatoire à l’hypercapnie est 
significativement réduite à tous les stades du sommeil par rapport à celle observée pendant 

l'éveil (Figure 16). Cette réponse tombe à moins de la moitié de celle de l'éveil pendant le 

sommeil non-REM, avec une baisse significative supplémentaire pendant le sommeil REM 

(Douglas et al., 1982, Malik et al., 2012, Newton et al., 2014). Ce phénomène suggère que les 

mécanismes qui sous-tendent la réponse respiratoire à l’hypercapnie sont directement ou 
indirectement corrélés aux états de vigilance et qu’ils sont moins performants pendant le 
sommeil que pendant l’éveil (Mitchell, 2004a, Malik et al., 2012). 

Figure 16 : Réponse ventilatoire au CO2 en fonction des stades de vigilance chez l’Homme 
La réponse ventilatoire au CO2 diminue lors du sommeil par rapport à l’éveil et cela au fur et à 
mesure de son approfondissement. Adaptée de (Teran et al., 2014). 
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2. Selon le développement 

Chez le nouveau-né humain, la réponse ventilatoire à l’hypercapnie est réduite par 

rapport à l’adulte et augmente avec le développement post-natal jusqu’à se stabiliser aux 
alentours de 8 semaines de vie (Rigatto et al., 1975, Frantz et al., 1976, Sovik & Lossius, 2004). 

Chez le chien, la réponse ventilatoire à l’hypercapnie est inférieure chez le nouveau-né à celle 
de l’adulte (Nattie & Edwards, 1981). Chez le rat, elle connait une maturation post-natale non 

linéaire dite en 3 phases (Figure 17). Elle est robuste entre P1 et P5, décline entre P5 et P12, et 

remonte ensuite pour atteindre les niveaux retrouvés chez l’adulte à Pβ1 (Stunden et al., 2001, 

Putnam et al., 2005). Ainsi il semblerait que la réponse respiratoire au CO2 pendant la période 

néonatale précoce soit réduite par rapport à l’âge adulte. Il semblerait que cette réponse réduite 

chez le nouveau-né soit la résultante d’une augmentation moindre de la fréquence respiratoire 
par rapport à celle du volume courant en réponse à une élévation de la PCO2 comparativement 

à l’adulte (Stunden et al., 2001, Putnam et al., 2005). 

Figure 17 : Réponse ventilatoire au CO2 chez le rat au cours du développement post-natal 
La réponse post-natale observée chez le rat en réponse à 5% de CO2 est triphasique. Entre P0 
et P5 la réponse diminue progressivement (I). Elle est minimale entre P5 et P11 (II) et augmente 
ensuite progressivement entre P11 et P14 pour se stabiliser autour des valeurs retrouvées chez 
l’adulte à P15 (III). D’après (Stunden et al., 2001) et (Putnam et al., 2005). 

Pour que cette réponse ait lieu, il faut que le stimulus CO2/H+ soit détecté par des cellules 

présentant des propriétés chémoréceptrices capables de détecter des variations de CO2/H+ et qui 

vont transmettre via leurs afférences ces chémo-informations recueillies aux centres 

respiratoires qui vont alors moduler l’activité des muscles respiratoires, produisant ainsi une 

ventilation adaptée aux contraintes métaboliques. 
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 Le chémoréflexe responsable de la réponse ventilatoire aux variations de 

CO2/H+ 

1. Définition  

Les ajustements chémoréflexes cardiovasculaires et ventilatoires sont liés et doivent être 

envisagés communément dans un cadre pathologique mais la complexité de ces coopérations 

ne sera pas présentée dans ce travail doctoral où nous envisagerons le chémoréflexe à travers 

le prisme exclusif de la ventilation. Dans ce cadre, le chémoréflexe définit le processus par 

lequel un stimulus chimique, ici le CO2/H+, module l’activité des centres contrôlant la 

respiration de manière à restaurer des valeurs normales de pH et de PCO2.  

2. Les acteurs du chémoréflexe : les chémorécepteurs 

Ce chémoréflexe est initié par des senseurs du CO2/H+ localisés en périphérie, au niveau 

de l’arche aortique et du glomus carotidien et en central, au sein du SNC (Smith et al., 2010). 

Ils sont dénommés respectivement chémorécepteurs périphériques et chémorécepteurs 

centraux. Ces senseurs du CO2/H+ assurent la détection des modifications des pressions 

partielles artérielles et tissulaires au CO2 et du pH et en réponse modulent l’activité des centres 

ventilatoires et cardiovasculaires. Les arcs chémoréflexes l’un central et l’autre périphérique 

jouent un rôle clef dans le contrôle de la ventilation alvéolaire ce qui permet d’assurer un taux 

d’échange gazeux adapté aux besoins métaboliques en O2 et d'élimination en CO2.  

En physiologie respiratoire, lors d’une élévation du CO2/H+, l'activation des arcs 

chémoréflexes, l’un périphérique et l’autre central, induit une augmentation de la commande 

motrice respiratoire qui va se traduire par une augmentation de l’activité des muscles 
respiratoires et in fine par une augmentation de la ventilation minute via une augmentation de 

la fR et du VT. Il semblerait que ce soit le VT qui augmente en premier lieu et que la fR augmente 

en second lieu lorsque l'hypercapnie atteint un niveau significatif (Duffin et al., 2000, Izumizaki 

et al., 2011). Il faut garder à l’esprit que le chémoréflexe exerce également une influence 

importante sur les fonctions cardiaques et vasculaires en modulant l’activité cardiaque et le 

tonus vasculaire. En effet, lors d’une élévation de CO2/H+, l’activation des chémorécepteurs va 
entraîner non seulement une hyperventilation réflexe avec augmentation de la fR et du VT mais 

aussi la stimulation de l’appareil cardio-circulatoire, provoquant une tachycardie et une 

augmentation du débit sanguin. 
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3. Chémosensibilité des chémorécepteurs aux stimuli CO2/H+ 

Deux hypothèses coexistent concernant la chémosensibilité des chémorécepteurs. Soit 

ces chémorécepteurs ont une sensibilité directe au CO2 dissous, soit ils sont sensibles aux 

variations de H+ sous-tendant les variations de pH. La sensibilité des chémorécepteurs à ces 

deux stimuli ne fait pas consensus dans la communauté scientifique, ils sont donc dénommés 

par convention, chémorécepteurs au CO2/H+. 

a. Une sensibilité directe au CO2 dissous  

Le CO2 est extrêmement soluble dans le sang, le liquide céphalo-rachidien (LCR) et les 

tissus, ce qui lui confère de hautes capacités de diffusion (Nattie, 1999).  

b. Une sensibilité au H+ - variations de pH 

Le CO2 est hydraté par addition d’une molécule d’eau (H2O), grâce à l’anhydrase 
carbonique, en acide carbonique (H2CO3) qui se dissocie immédiatement en ions bicarbonates 

(HCO3
-) et en ions hydrogènes (H+) selon l’équation de Henderson-Hasselbalch suivante : 

CO2 + H2O  H2CO3  HCO3
- + H+ 

Les protons H+ produits lors du métabolisme cellulaire sont captés par les ions 

bicarbonates HCO3
- afin d’être éliminés de l’organisme sous forme de CO2. Inversement, toute 

augmentation de la concentration de CO2 dans l’environnement provoque une augmentation de 

la concentration en H+ qui conduit à une acidification du pH sanguin (Nattie, 1999). Au vu des 

données de la littérature, cette dernière hypothèse semble être majoritairement privilégiée 

(Nattie, 1999, Lahiri & Forster, 2003, Chernov et al., 2010, Guyenet et al., 2010a, Guyenet et 

al., 2010b, Guyenet et al., 2013, Guyenet, 2014, Guyenet & Bayliss, 2015b), bien qu’à tout 
instant le pH soit dépendant de la PaCO2. 

 
Nous nous proposons de décrire l’anatomie, la localisation et les mécanismes de la 

chémoréception des chémorécepteurs centraux et périphériques impliqués dans la réponse 

ventilatoire aux variations de CO2/H+. 

 Les chémorécepteurs périphériques 

1. Mise en évidence  

En 1930, Heymans montre que les corps carotidiens chez le chien sont impliqués dans 

la réponse ventilatoire à l’hypoxie. Cette découverte lui vaudra le prix Nobel en 19γ8 (Konig 

& Seller, 1991). δ’importance des chémorécepteurs périphériques dans l’homéostasie 
ventilatoire a par la suite été mise en évidence par différentes études dans la réponse ventilatoire 

à l’hypoxie et à l’hypercapnie. Par exemple, Lahiri et Delaney ont montré que lors d’une 
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élévation de la PaCO2 chez le chat, l’activité des nerfs carotidiens (Lahiri & DeLaney, 1975b) 

ainsi que la fréquence respiratoire (Lahiri & DeLaney, 1975a) sont augmentées.  

Dans une moindre mesure, les corps aortiques peuvent être considérés, du moins chez 

certaines espèces, comme des chémorécepteurs périphériques auxiliaires car certaines études in 

vitro suggèrent qu’ils pourraient partager le même rôle que les corps carotidiens (Piskuric et 

al., 2011, Piskuric & Nurse, 2012). Ils pourraient être mis en jeu lors d’un déficit chronique des 
corps carotidiens (Hodges & Forster, 2012, Gourine & Funk, 2017). 

2. Description anatomique et localisation 

Les chémorécepteurs périphériques sont essentiellement représentés par les corps 

carotidiens et aortiques (Bianchi et al., 1995a, Bokinsky et al., 1973).  Ils sont situés 

respectivement à la bifurcation des artères carotides communes et au niveau de la crosse de 

l’artère aorte (Figure 18). 

Figure 18 : Localisation et 
innervation des chémorécepteurs 
périphériques 
Vue frontale de la crosse aortique 
où se situent les corps aortiques et 
de la bifurcation des artères 
carotides communes où se situent 
les corps carotidiens. Le corps 
carotidien est innervé par le nerf de 
Hering qui rejoint ensuite le nerf 
glossopharyngien dont les corps 
cellulaires des neurones en T qu’il 
contient sont regroupés dans un 
ganglion sensitif au niveau du 
jugular foramen, le ganglion 
pétreux. Adaptée à partir 
d’éléments sans source.  Tous 
droits réservés.  

Le corps carotidien est un organe se trouvant par paire, constitué de deux types 

cellulaires différents, à savoir les cellules glomiques de type I qui sont les cellules 

chémoréceptrices et les cellules sus-tentaculaires de type II qui serviraient d’interface entre les 
cellules de type I et le sang (Figure 19) (Gonzalez et al., 1994). Les cellules chémoréceptrices 

de type I se trouvent circonscrites par un réseau vaste et dense de capillaires sanguins (Figure 

19). La proximité de ces capillaires permet la diffusion des gaz et métabolites sanguins jusqu’à 
ces cellules. Cette architecture vasculaire particulière autour des corps carotidiens leur permet 

de détecter les modifications des paramètres sanguins. Les cellules chémoréceptrices de type I 

ont dans leur cytoplasme de nombreuses vésicules contenant divers neurotransmetteurs 

(Gonzalez et al., 1994) (Figure 19). La densité de ces vésicules de stockage croit en fonction de 
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la proximité des cellules glomiques qui les contiennent avec une terminaison nerveuse 

(Gonzalez et al., 1994). En effet, les corps carotidiens reçoivent des fibres nerveuses issues du 

nerf du sinus carotidien ou nerf de Hering (McDonald & Mitchell, 1981). Ces fibres nerveuses 

dites fibres sensorielles chémoréceptrices établissent des contacts synaptiques directs au niveau 

des cellules glomiques des corps carotidiens (Figure 19) (McDonald & Mitchell, 1981, 

Gonzalez et al., 1994). Le nerf de Hering rejoint le nerf glossopharyngien (IX) dont les corps 

cellulaires des neurones en T qu’il contient sont regroupés dans un ganglion sensitif au niveau 

du jugular foramen, le ganglion pétreux (Figure 18). Ce ganglion contient les corps cellulaires 

des fibres chémosensibles qui innervent bi-directionnellement à la fois les cellules glomiques 

des corps carotidiens et les neurones du NTS commissural. Ces afférences issues des corps 

carotidiens véhiculent les informations provenant des cellules glomiques majoritairement au 

NTS commissural. Les neurones localisés dans le NTS commissural sont donc excités par la 

stimulation des chémorécepteurs périphériques (Chitravanshi & Sapru, 1995). Le NTS apparaît 

alors comme un relai et un centre intégrateur de l’information sensorielle. Le marquage du tronc 

cérébral de rat par la protéine c-FOS lors d’une stimulation hypoxique des corps carotidiens a 

permis de localiser les zones d’intégration des fibres chémosensibles dans le NTS commissural, 

mais aussi dans la partie caudale du noyau réticulaire bulbaire ventro-latéral (cVLM) et dans le 

noyau ambigu (Erickson & Millhorn, 1991). Ces observations ont été confirmées, par un 

marquage rétrograde à partir du corps carotidien (Finley & Katz, 1992). 

Figure 19 : Organisation cellulaire et innervation des corps carotidiens 
Représentation schématique montrant les cellules chémosensibles (Type I cell) contenant des 
vésicules de sécrétion ainsi que les cellules sus-tentaculaires (Type II cell) des corps 
carotidiens. Les cellules chémosensibles reçoivent une innervation par des fibres afférentes 
(PN) et efférentes (GPN) provenant du nerf glossopharyngien. Ces groupements cellulaires sont 
à proximité des vaisseaux sanguins. Il existe des jonctions GAP entre les différentes cellules 
voisines. Adaptée de (Nurse & Piskuric, 2013). 
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3. Description fonctionnelle 

Les chémorécepteurs carotidiens seraient responsables d’une grande partie de la réponse 

ventilatoire à l’O2 et d’une petite partie de la réponse ventilatoire au CO2/H+, qui reste un 

stimulus principalement détecté par les chémorécepteurs centraux (Heeringa et al., 1979, Lahiri 

& Forster, 2003, Forster & Smith, 2010). Le modèle fonctionnel de la chémoréception 

périphérique postule que les cellules glomiques de type I sont les récepteurs aux stimuli 

chimiques CO2/H+ et sont reliées par des synapses aux terminaisons nerveuses des neurones du 

ganglion pétreux. En réponse à ces stimuli, les cellules réceptrices libèrent des 

neurotransmetteurs qui se lient aux récepteurs spécifiques situés sur la membrane des 

terminaisons sensorielles des neurones du ganglion pétreux, augmentant la décharge sensorielle 

vers certaines structures encéphaliques respiratoires du système nerveux central. 

4. Mécanisme de la chémoréception périphérique au CO2/H+
  

δ’élévation du stimulus CO2/H+ est liée à une augmentation de la concentration 

intracellulaire des cellules glomiques en H+, soit par un apport direct en ions H+, soit par la 

conversion du CO2 en ions H+. Deux mécanismes de transduction du signal CO2/H+ distincts 

coexistent au niveau des cellules glomiques de type 1 des corps carotidiens (Figure 20) 

(Gonzalez et al., 1994, Roy et al., 1997, Lahiri & Forster, 2003). δ’augmentation des ions H+ 

intracellulaire peut induire l’extrusion des ions H+ contre l’entrée d’ions Na+ par une pompe 

Na+/H+. δ’augmentation des ions Na+ intracellulaires favorise l’entrée de Ca2+ dans la cellule 

grâce à une pompe Na+/Ca2+, ce qui entraîne une augmentation de la concentration 

intracellulaire en Ca2+ (Figure 20)(Gonzalez et al., 1994). δ’élévation intracellulaire en H+ peut 

également provoquer l'inhibition de canaux K+ et stopper le courant sortant potassique 

provoquant une dépolarisation de la membrane et l’ouverture de canaux Ca2+ responsables 

d’entrée massive de ca2+ dans la cellule glomique de type 1 (Roy et al., 1997, Lahiri & Forster, 

2003) (Figure 20). Quel que soit le mécanisme de chémotransduction, l’augmentation de la 

concentration intracellulaire en calcium provoque l’exocytose des vésicules de stockage 
contenues dans les cellules glomiques, riches en neuromédiateurs et neuropeptides, dans la 

fente synaptique (Figure 20) (Gonzalez et al., 1994). Cette libération de neuromédiateurs et de 

neuropeptides concourt à transmettre dans les structures respiratoires du tronc cérébral, le signal 

chémosensible détecté par les cellules glomiques de type 1 (Overholt et al., 2001, Lahiri & 

Forster, 2003, Gonzalez et al., 2003). 
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Figure 20 : Modèle de la transduction du stimulus CO2/H+ dans la cellule chémoréceptrice 
de type 1 du corps carotidien chez l’adulte 
Il existe deux mécanismes de transduction du signal CO2/H+ distincts. A la suite d’une élévation 
de CO2/H+ sanguin, le pH intracellulaire de la cellule glomique de type 1 diminue, entrainant 
soit l’inhibition d’un courant K+ sortant, conduisant à la dépolarisation membranaire et à 
l'entrée d’ions Ca2+ dans la cellule, soit l’activation d’un mécanisme d’extrusion des ions H+ 
dépendant des ions Na+ via un échangeur Na+/H+, augmentant la concentration intracellulaire 
de Na+ et favorisant l’inversion des échanges Na+/Ca2+ et provoquant une augmentation du Ca2+ 
intracellulaire. δ’augmentation de Ca2+ intracellulaire provoque l’exocytose des vésicules de 
stockage, riches en neuromédiateurs et neuropeptides, dans la fente synaptique permettant de 
transmettre le signal chémosensible CO2/H+ détecté par les cellules glomiques de type 1 aux 
structures respiratoires encéphaliques. ∆Vm : augmentation du potentiel de membrane 
(dépolarisation) ; ext : milieu extracellulaire ; int : milieu intracellulaire. Adaptée de (Gonzalez 
et al., 1994) 

 Les chémorécepteurs centraux 

1. Mise en évidence 

C’est dans les années 60, que Hans δoeschcke et Robert εitchell ont cherché le site de 
la chémosensibilité centrale au CO2/H+. δ’application focale de solutions acides sur la région 

ventrale du tronc cérébral chez le chat anesthésié et décortiqué leur a permis d’identifier la 

surface ventrale du bulbe rachidien comme structure chémosensible (Mitchell et al., 1963b, 

Mitchell et al., 1963a, Severinghaus, 1998). C’est avec l’essor et la sophistication des 
enregistrements électrophysiologiques in vivo que différentes régions du tronc cérébral vont 

être explorées plus finement. Les multiples recherches ont permis de préciser des structures 

chémosensibles au CO2/H+ distribuées dans le tronc cérébral et l’hypothalamus (Branco et al., 

2009, Nattie & Li, 2008, Nattie & Li, 2009, Guyenet et al., 2010b, Li et al., 2013b). 

Nota bene : Le terme chémosensible sera utilisé pour définir les cellules capables de réagir aux 

variations de CO2/H
+ sans pour autant répondre à l’appellation de chémorécepteur (Huckstepp 

& Dale, 2011). 
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2. Description anatomique et localisation 

Au niveau du système nerveux central (SNC), il existe de nombreuses populations 

neuronales possédant des propriétés de chémosensibilité intrinsèques aux variations de CO2/H+ 

du tissu nerveux et du liquide extracellulaire cérébral (LEC) (Figure 21) (Guyenet et al., 2010a, 

Nattie & Li, 2012). Une partie de ces populations a pu être identifiée par des approches 

d’électrophysiologie in vitro et par cartographie de l’expression du gène c-fos (Teppema et al., 

1997). Parmi les structures neuronales chémosensibles, on trouve la partie caudale du noyau du 

tractus solitaire (Chitravanshi & Sapru, 1995, Coates et al., 1993, Berquin et al., 2000a, Nichols 

et al., 2008, Conrad et al., 2009), le complexe de pré-Bötzinger (Solomon et al., 2000, Krause 

et al., 2009), les neurones sérotoninergiques des noyaux des raphés pallidus et obscurus 

(Larnicol et al., 1994, Haxhiu et al., 1996, Wang & Richerson, 1999, Wang et al., 2001b, 

Haxhiu et al., 2001), les neurones sérotoninergiques du groupe parapyramidal (Bradley et al., 

2002, Richerson, 2004), le locus coeruleus (Pineda & Aghajanian, 1997, Filosa et al., 2002, 

Nichols et al., 2008), le RTN (Li & Nattie, 2002, Guyenet & Mulkey, 2010), les neurones pré-

inspiratoires du pFRG (Onimaru et al., 2008), la substance grise périaqueducale (Kramer et al., 

1999) et l’hypothalamus caudal (Fink et al., 1962, Waldrop, 1991, Nattie & Li, 2009, Li et al., 

2013b). Il est intéressant de noter qu’une grande partie des neurones chémosensibles au CO2/H+ 

a été localisée à proximité des artères dans le LC, le RTN, les noyaux des raphés pallidus et 

obscurus ainsi que le noyau du raphé dorsal, suggérant une localisation idéale de ces cellules 

pour intégrer rapidement les variations chimiques des gaz du sang et du pH (Okada et al., 2002, 

Bradley et al., 2002, Severson et al., 2003, Nattie & Li, 2012).  

Figure 21 : Vue d’ensemble de la chémoréception centrale au CO2/H+ 

δ’élévation de CO2/H+ dans le liquide céphalo-rachidien est captée par les chémorécepteurs 
centraux et induit une augmentation de la commande centrale respiratoire qui va se traduire in 

fine par une augmentation de la ventilation. Adaptée de (Silverthom, 2007). 
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Parmi ces structures, l’identification des chémorécepteurs centraux stricto sensu est 

difficile à réaliser en pratique car l’acidification in vivo, in vitro ou en culture, active ou inhibe 

de nombreux neurones mais tous ne permettent pas d’exercer une influence sur l’activité du 
réseau respiratoire. Aujourd’hui il n’y a de certitude ni sur le ligand (CO2, H+) reconnu par les 

structures neuronales chémosensibles ni sur les mécanismes senseurs propres à chaque 

structure. Différentes écoles s’affrontent sur les structures candidates contenant des 

chémorécepteurs centraux. Ces différentes conceptions visant à assigner un rôle ou non de 

chémorécepteur central aux diverses structures neuronales chémosensibles au CO2/H+ vérifient 

un certain nombre de critères requis, qui font consensus au sein de la communauté scientifique, 

pour jouer le rôle de chémorécepteur central. Les neurones des structures qualifiées de 

chémorécepteurs centraux au CO2/H+ doivent présenter les caractéristiques suivantes : 1) 

posséder des propriétés intrinsèques leurs conférant une sensibilité directe aux variations de 

CO2/H+ se traduisant par une augmentation ou une diminution de leur fréquence de décharge, 

2) entretenir des connexions synaptiques directes ou indirectes avec les générateurs, 3) aboutir 

à une modification mesurable de la respiration (Richerson et al., 2005). Actuellement, la 

chémoréception centrale semble être opérée par trois principales structures répondant à 

l’appellation de chémorécepteurs centraux : les neurones PHOXβB-positifs du RTN/pFRG 

(Mulkey et al., 2004, Stornetta et al., 2006, Guyenet & Bayliss, 2015b), les neurones 

sérotoninergiques des noyaux des raphés (Wang et al., 2001b, Hodges et al., 2004, Hodges & 

Richerson, 2010a) et les neurones noradrénergiques du locus coeruleus (Pineda & Aghajanian, 

1997, Oyamada et al., 1998, Biancardi et al., 2008, de Carvalho et al., 2014, Vicente et al., 

2016, de Carvalho et al., 2017).  En marge de ces structures, les autres structures citées ci-

dessus, décrites comme étant chémosensibles au CO2/H+, peuvent ainsi contribuer largement à 

la chémoréception centrale en régulant l’activité des structures « dédiées » à cette fonction.  

δ’état des recherches concernant les validations pour chacune des populations 

candidates au rôle de chémorécepteurs centraux au CO2/H+ ou simplement au rôle de structures 

chémosensibles au CO2/H+ ne sera pas détaillé dans ce manuscrit. En revanche, toutes ces 

structures participant au réseau neuronal respiratoire ou modulant ce dernier ont été décrites 

dans le premier chapitre de ce manuscrit. Ce sont leurs implications et leurs imbrications dans 

ce réseau neuronal respiratoire couplées à leur fonction chémosensible et/ou chémoceptrice qui 

permettent de comprendre l’ensemble de la chémo-réponse aux stimuli CO2/H+. 

3. Description fonctionnelle 

Les chémorécepteurs centraux contribuent en grande majorité à la réponse ventilatoire 

au CO2/H+ (Morrell et al., 2001) et dans une moindre proportion à la réponse ventilatoire à l’O2 

(Voituron et al., 2011, Gourine & Funk, 2017). Des découvertes neuroanatomiques et 

neurophysiologiques ont révélé que les afférences des corps carotidiens convergent vers des 

neurones chémosensibles au niveau du RTN, du NTS et du noyau parabrachial latéral (Stornetta 



Chapitre 2: Adaptation de la commande centrale respiratoire aux variations de CO2/H+ 
– Les chémorécepteurs centraux  

– 49 – 

et al., 2006, Takakura et al., 2006a, Guyenet et al., 2008, Fortuna et al., 2009, Blain et al., 

2010). Ce circuit neuronal semblerait servir de socle à une modulation des chémorécepteurs 

centraux par les chémocepteurs périphériques (Dahan et al., 2007, Blain et al., 2009, Blain et 

al., 2010, Fiamma et al., 2013). En effet, des études faites chez le chien ont montré que les 

chémorécepteurs périphériques semblaient avoir des influences synergiques et additives 

marquées sur la sensibilité des chémorécepteurs centraux au CO2 (Blain et al., 2010, Smith et 

al., 2015). Ainsi, l'ampleur des réponses ventilatoires aux stimuli CO2/H+ dépend probablement 

de la force des interactions des chémorécepteurs périphériques-centraux ainsi que de leurs 

chémosensibilités individuelles (Smith et al., 2015), mais aussi de l’état de vigilance, de repos 
ou d’exercice de l’individu, de la durée d’exposition aux stimuli CO2/H+ et des niveaux 

systémiques et centraux de PCO2 et PO2 (Guyenet, 2014, Smith et al., 2015). 

4. Mécanisme de la chémoréception centrale au CO2/H+  

Au milieu des années 2000, il a été suggéré que les réponses électrophysiologiques des 

neurones chémosensibles en réponse à des variations de CO2/H+ pouvaient être médiées par la 

fermeture de canaux potassiques (Jiang et al., 2005, Putnam et al., 2004). Ces canaux 

responsables d’un courant potassique sortant sont fortement exprimés dans de nombreuses 

sous-classes de neurones respiratoires et sont fortement sensibles aux variations de pH 

physiologique (Sirois et al., 2000, Lesage, 2003, Talley et al., 2003, Washburn et al., 2003). 

L'inhibition des canaux par l’élévation de CO2/H+ extracellulaire stoppe ce courant sortant 

potassique et peut ainsi dépolariser et augmenter l'excitabilité dans les cellules qui les expriment 

(Bayliss et al., 2001, Washburn et al., 2002). Parmi les canaux potassiques candidats, la 

chémosensibilité centrale au CO2/H+ impliquerait au moins l’expression de canaux potassium 
sensibles à l’acidité du pH de la famille TASK (pour TWIK-related Acid Sensing K+ channel) 

par les chémorécepteurs centraux cités plus haut dans ce chapitre. De nombreux autres types de 

canaux potassiques comme les canaux Kir (pour Inwardly Rectifying K+ current) et les canaux 

TRP (pour Transient Receptor Potential) présentent une sensibilité au pH caractérisée par des 

changements conformationnels provoquant la fermeture des pores suite à une acidification du 

milieu et pourraient s’avérer être de bons candidats pour la chémosensibilité centrale au CO2/H+ 

(Putnam, 2010, Bayliss et al., 2015). Il est aussi tout à fait possible d’envisager des mécanismes 
complémentaires venant s’ajouter à l’implication de canaux potassiques sensibles au pH comme 

par exemple des mécanismes astrocytaires ATP-dépendants (Gourine, 2005, Putnam, 2010, 

Guyenet & Bayliss, 2015a). 

Nous développerons les mécanismes moléculaires au sein des trois principales 

structures respiratoires, caractérisées comme chémorécepteurs centraux, sur lesquelles repose 

une grande partie de la chémoréception centrale au CO2/H+. 
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a. Au niveau des neurones sérotoninergiques des raphés  

Différentes études ont montré qu’une proportion des neurones des RPa, ROb et RMg 

présente une augmentation de l’expression de c-fos en réponse à une hypercapnie in vivo 

(Larnicol et al., 1994, Haxhiu et al., 1996, Okada et al., 2002, Johnson et al., 2005). De études 

électrophysiologiques in vitro effectuées sur des tranches de bulbe rachidien ont permis de 

mettre en évidence que ces neurones peuvent répondre à une augmentation du CO2/H+ par un 

accroissement de leur taux de décharge neuronale (Figure 22) (Richerson, 1995, Richerson, 

2004, Richerson et al., 2005). D’autres expérimentations in vitro sur tranches ou culture 

primaire ont conduit à déterminer qu’une proportion des neurones sérotoninergiques des 

noyaux des raphés ROb, RPa et RMg (environ 15%) possèdent des propriétés chémosensibles 

et qu’ils sont plus réceptifs aux variations de l’équilibre acido-basique qu’aux variations de CO2 

(Wang et al., 1998b, Wang et al., 2001b, Hodges & Richerson, 2010a, Hodges & Richerson, 

2010b). Les expériences in vivo viennent confirmer le rôle des neurones sérotoninergiques des 

raphés. En effet, des enregistrements réalisés sur les neurones du RPa et ROb chez le chat ont 

permis de constater que ces derniers augmentent leur fréquence de décharge en réponse à 

l'inhalation de CO2 (Veasey et al., 1995, Veasey et al., 1997). De plus, l’acidification du milieu 

extracellulaire par acidification tissulaire locale grâce au CO2 et par inhibition de l'anhydrase 

carbonique au niveau des noyaux des raphés bulbaires chez le rat entraine une augmentation de 

l’activité du nerf phrénique (Bernard et al., 1996, Nattie & Li, 2001). Par ailleurs, des 

expériences ont montré que la lésion spécifique des neurones sérotoninergiques des noyaux du 

raphé via l’utilisation d’un anticorps dirigé contre le transporteur sérotoninergique conjugué à 

la saporine, induisait une dépression de la réponse à l’hypercapnie chez le rat (Nattie et al., 

2004, da Silva et al., 2011). Enfin, l’utilisation des outils génétiques a permis de démontrer 

encore plus solidement le caractère chémosensible de ces populations neuronales. δ’étude des 

souris mutantes conditionnelles permettant l’invalidation du facteur de transcription Lmx1b 

nécessaire pour la différenciation des neurones sérotoninergiques met en évidence une ablation 

quasi-totale des populations sérotoninergiques dans le SNC. Chez ces mutants, les réponses 

respiratoires observées lors d’un challenge hypercapnique sont diminuées de moitié par rapport 

aux réponses enregistrées chez les contrôles (Zhao et al., 2006). Ces résultats ont pu être 

confirmés dans une étude (Ray et al., 2011) où les neurones sérotoninergiques du tronc cérébral 

de souris sont spécifiquement inactivés par la technique DREADD (pour Designer Receptors 

Exclusively Activated by Designer Drugs) (Armbruster et al., 2007). Cette étude conclut que 

la réduction de l’activité des neurones sérotoninergiques du tronc cérébral aboutit à diminution 

transitoire de la chémosensibilité au CO2 et au H+ (Ray et al., 2011). Il est important de noter 

que la signalisation sérotoninergique varie en fonction de l’état de vigilance (Heym et al., 1982, 

Richerson, β004, Prasad et al., β010), à savoir qu’elle se retrouve diminuée pendant la phase 
REM du sommeil (Kubin et al., 1996). Cette diminution de la signalisation sérotoninergique 

pourrait en partie expliquer la diminution de la réponse au CO2/H+ constatée pendant le sommeil 

REM (Richerson, 2004, Mitchell, 2004b). La contribution des neurones sérotoninergiques à la 
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réponse ventilatoire à l’hypercapnie pourrait aussi dépendre du stade de développement. De 

fait, en enregistrant l’activité des neurones des raphés bulbaires, il a été montré que ces derniers 

commencent à présenter une réponse à l’hypercapnie 1β jours après la naissance, réponse qui 

devient significative après 20 jours (Wang & Richerson, 1999). 

Figure 22 : Les neurones sérotoninergiques du noyau du Raphé Obscurus sont 
intrinsèquement sensibles au CO2/H+ et stimulent des motoneurones respiratoires 
A. La microphotographie représente la localisation des neurones sérotoninergiques du raphé 
Obscurus (ROb) (L-Tryptophane hydroxylase, vert) et des vaisseaux sanguins (Albumine, 
rouge). ROb: noyau du Raphé Obscurus; RPa: noyau du Raphé Pallidus. La barre horizontale 
indique β00 μm. D’après (Richerson, 2004). Le tracé montre la fréquence de décharge des 
neurones sérotoninergiques du ROb par rapport aux variations de CO2/H+. Les neurones 
sérotoninergiques du ROb sont sensibles aux variations de CO2/H+ in vitro. Ils répondent à une 
augmentation du CO2/H+ par un accroissement de leur taux de décharge. D’après (Richerson et 

al., 2001). B. Tracés intégrés de l’activité du nerf hypoglosse (1βn) en fonction de l’activité 
d’un neurone sérotoninergique du ROb et tracé de la relation entre la fréquence de décharge 
des neurones sérotoninergiques du ROb et celle du nerf hypoglosse. δ’administration 
spécifique de l’agoniste du récepteur au glutamate AMPA dans le ROb induit une augmentation 
de leur taux de décharge provoquant un accroissement proportionnel de la fréquence des 
bouffées d’activité enregistrées au niveau du nerf XII qui reflète l’activité du préBötC. D’après 
(Ptak et al., 2009). 

Les mécanismes moléculaires sous-tendant les propriétés de chémoréception des 

neurones sérotoninergiques ont été identifiés grâce à l’utilisation de souris génétiquement 

invalidées pour les gènes codant les canaux potassiques de type TASK. L’invalidation des sous-

unités constitutives des canaux TASK-1 et TASK-3 bloque la genèse de ce courant pH-sensible 

au sein des neurones sérotoninergiques du raphé obscurus, empêchant ainsi l’adaptation de leur 

profil de décharge aux variations du pH (Mulkey et al., 2007b). Les travaux de Mulkey et 

collaborateurs ont permis de démontrer in vitro l’implication des canaux potassiques TASK-

1/3 dans la chémosensibilité au CO2/H+ des neurones du raphé obscurus. Cependant, la partie 

in vivo de l’étude sur des animaux mutants invalidés pour les gènes codant TASK-1/3 ne 

démontre aucune altération du chémoréflexe central au CO2/H+ (Mulkey et al., 2007b), laissant 
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supposer que ces neurones, bien que chémosensibles au CO2/H+, ne sont pas nécessaires au 

chémoréflexe central au CO2/H+. Un des modèles actuellement proposé décrit le ROb comme 

un acteur secondaire de la réponse hypercapnique (Teran et al., 2014). En effet, les neurones 

du ROb seraient capables de détecter des variations de PaCO2 et pourraient, via des projections 

vers d’autres groupes de neurones respiratoires, indirectement augmenter la fréquence 

ventilatoire.  

b. Au niveau des neurones PHOX2B-positifs du RTN/pFRG  

Au début des années 1990, la cartographie des structures activées par une exposition 

hypercapnique chez le rat in vivo, grâce la détection de la protéine c-FOS, a identifié des 

neurones activés situés dans le RTN (Sato et al., 1992, Fortuna et al., 2009, Teppema et al., 

1997). En β004, l’enregistrement des neurones du RTN lors de modifications de la PCO2 et du 

pH a montré qu’ils étaient sensibles au CO2/H+ (Figure 23A/B) (Mulkey et al., 2004). Plus 

récemment, une étude électrophysiologique de patch-clamp a pu être réalisée sur des neurones 

du RTN en utilisant une lignée transgénique exprimant la protéine GFP (pour Green Fluorescent 

Protein) au sein des neurones Phox2b du RTN. Il a été observé que la quasi-totalité des neurones 

GFP-positifs possédaient des propriétés chémosensibles caractérisées par une augmentation de 

leur taux de décharge neuronale suite à une acidification du milieu extracellulaire (Figure 

23C/D) (Wang et al., 2013c). Par ailleurs, ces expériences ont permis d’identifier deux types 
de neurones au sein du RTN. Dans des conditions mimant un état de normocapnie (pH 7,5 et 

26 mM [HCO3
-]), les neurones de type I présentent un taux de décharge tonique plus faible que 

les neurones de type II (Figure 23C/D). Suite à l’acidification du milieu de perfusion, bien que 

ces deux types cellulaires augmentent leur fréquence de décharge, il a pu être mis en évidence 

que les neurones de type I présentaient une réponse plus importante des neurones de type II. 

Un autre argument en faveur du fait que les neurones RTN soient des bons candidats pour 

l’appellation de chémorécepteurs centraux aux COβ/H+ est qu’ils sont connectés 

anatomiquement avec les structures bulbaires et pontiques responsables de la rythmogénèse et 

donc capables d’influencer la CCR (Pearce et al., 1989, Smith et al., 1989, Ellenberger & 

Feldman, 1990, Weston et al., 2004). En effet, la lésion de ce dernier par administration de 

l’acide kaïnique diminue de façon majeure la réponse ventilatoire à l’hypercapnie (Figure 24) 

(Nattie & Li, 2012). 
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Figure 23 : Les neurones Phox2b-postifs du RTN sont intrinsèquement sensibles au 
CO2/H+ et stimulent des motoneurones respiratoires 
A/B. Les neurones du RTN sont sensibles au CO2/H+. D’après (Mulkey et al., 2004). A. 
Enregistrements in vivo des neurones du RTN et du nerf phrénique lors d’une augmentation de 
PCO2. L'hypercapnie graduelle a augmenté la fréquence de décharge des neurones du RTN 
ainsi que celle du nerf phrénique. TPND et Tcell représentent respectivement le seuil de CO2 à 
partir duquel on peut observer une augmentation de la décharge du nerf phrénique et des 
neurones du RTN (4,1% vs 5,2% CO2). B. Enregistrement de neurone du RTN sur tranche de 
bulbe rachidien en patch-clamp, configuration cellule-attachée. Les neurones du RTN 
répondent aux changements du pH extracellulaire : ils sont activés au repos (pH 7,3), 
deviennent silencieux ou presque à pH 7,5 et sont fortement activés à pH 6,9. C/D. 
Caractérisation de neurones chémosensibles du RTN : deux populations de neurones 
Phox2b-postifs sont sensibles au pH dans le RTN. D’après (Wang et al., 2013c). C. 
εicrophotographie d’une tranche de tronc cérébral de souris transgénique Jx99 Phox2b-GFP 
avec une image de microscopie agrandie des cellules fluorescentes Phox2b-positives exprimant 
GFP dans la région RTN montrant la localisation des neurones Phox2b-postifs du RTN. 7N: 
noyau facial. D. Représentation graphique de la fréquence de décharge des deux populations de 
neurones Phox2b-postifs du RTN en fonction du pH. La sensibilité au pH (pente) était similaire 
pour les deux types de cellules mais les neurones de type II présentaient des fréquences de 
décharges plus élevées à tous les niveaux de pH par rapport aux neurones de type I.   

Figure 24 : Réponse de l’activité du nerf 
phrénique à une augmentation de PCO2 
lors d’une lésion du RTN 
Représentation graphique de l’amplitude de 
l’activité du nerf phrénique intégrée chez le 
rat anesthésié avant (ligne continue) et après 
(ligne en pointillés) administration d’acide 
kaïnique dans le RTN. δ’amplitude de 
l’activité inspiratoire du nerf phrénique 
s’accroit à mesure que le PCO2 augmente. En 
cas de lésion chimique du RTN la réponse du 
nerf phrénique est quasi-absente. D’après 
(Nattie & Li, 2012). 
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Les mécanismes moléculaires sous-tendant les propriétés de chémoréception des 

neurones du RTN ont aussi été identifiés comme ceux des neurones sérotoninergiques des 

raphés, du moins partiellement. L’analyse des modèles de mutants invalidés pour les gènes 

codant TASK-1/3 a permis de mettre en évidence que ces canaux ne sont pas impliqués dans 

les processus de chémosensibilité des neurones du RTN (Mulkey et al., 2007b, Mulkey et al., 

2007a) alors qu’ils sont un des acteurs majeurs de la réponse au sein des neurones 5-HT 

(Washburn et al., 2002, Teran et al., 2014). Par la suite, les canaux TASK-2 ont été détectés 

dans les neurones RTN /pFRG, laissant supposer que ces canaux pouvaient être à l’origine de 
leur sensibilité au pH (Gestreau et al., 2010, Wang et al., 2013b). δ’étude de Gestreau et 

collaborateurs sur des souris invalidées pour le gène codant TASK-2 montre une réponse 

hypercapnique pour de faibles concentrations de CO2 (<2%) et qui évolue peu suite à 

l’accroissement de la concentration en CO2 (>5%). Par ailleurs, cette réponse reste, pour ces 

concentrations, très inférieure aux réponses des animaux témoins. Pour Gestreau et 

collaborateurs les canaux TASK-2 ne semblent pas directement impliqués dans la détection des 

variations de pH au sein du RTN mais plutôt impliqués dans le maintien d’un état hyperpolarisé 

pour des faibles taux de CO2 (Gestreau et al., 2010). δ’étude plus récente de Wang et  

collaborateurs (Wang et al., 2013b) a permis de nuancer ces résultats, par enregistrement 

électrophysiologique d’une large population de neurones du RTN chez les mutants invalidés 

pour le gène codant TASK-2. Les auteurs ont pu mettre en évidence une forte hétérogénéité des 

réponses alcalines observées chez ces mutants. En effet, seule la moitié des neurones enregistrés 

chez les mutants présentait des réponses similaires - mais amoindries - à celles des animaux- 

contrôle, leur permettant, suite à l’augmentation du pH extracellulaire, de réduire 

progressivement le taux de décharge jusqu’à devenir silencieux à pH 7,8. La seconde moitié 

des neurones du RTN enregistrés chez les mutants ne présentait aucune réponse suite au 

changement de pH extracellulaire, ils étaient donc pH insensibles. δ’étude des transcrits codant 
pour le canal TASK-2 par des approches de RT-PCR met en évidence une expression quasi-

ubiquitaire de ce canal au sein du RTN. Cependant, cette étude démontre une forte 

hétérogénéité d’expression du canal TASK-2 au sein des neurones du RTN. En effet, il a été 

observé que seule une fraction de ces neurones exprimait fortement la protéine canal TASK-2. 

De manière intéressante, une corrélation directe a pu être établie entre le taux d’expression 

protéique et l’implication du canal dans les mécanismes de sensibilité au pH (Figure 25, page 

56) (Wang et al., 2013b, Bayliss et al., 2015). Ce canal est, dans les cellules pour lesquelles il 

est fortement exprimé, directement responsable de la chémosensibilité intrinsèque.  

Cependant ce processus moléculaire n’est pas exclusif et d’autres mécanismes, non 

encore élucidés, participent à la mise en place de la chémoréception au sein du RTN. Notons 

que certaines études démontrent qu’une partie des neurones du RTN répondent à des variations 

de pH en ne modifiant pas leur conductance ionique (Kawai et al., 2006). En effet, le rôle 

prépondérant dans la chémosensibilité des neurones du RTN d’un récepteur de la famille des 

récepteurs couplés au protéine G, le récepteur GPR4 (pour guanine nucleotide-binding protein) 
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a été mis en avant dans une récente étude faisant repenser le mécanisme de la chémosensibilité 

au CO2/H+ des neurones du RTN (Figure 25) (Kumar et al., 2015, Guyenet & Bayliss, 2015a). 

Dans cette étude, les auteurs ont établi que l’invalidation du gène codant GPR4 perturbait 

l’activation des neurones RTN en réponse à une acidification et diminuait la réponse 

ventilatoire au CO2/H+. La réintroduction de l’expression de GPR4 permet de restaurer le 
phénotype ventilatoire. Les auteurs ont également montré qu’en invalidant en plus de GPR4 
l’expression de TASK-2, la réponse ventilatoire au CO2/H+ était cette fois-ci abolie. Ils ont 

avancé alors l’idée selon laquelle le récepteur GPR4 et le canal potassique TASK-2 

permettaient à eux deux la chémosensibilité au CO2/H+ des neurones du RTN. Notons bien que, 

dans un modèle génétique murin de CCHS (Phox2b27Ala/+) caractérisé par une chémosensibilité 

centrale au CO2/H+ réduite, l'ablation sélective des neurones RTN exprimant Phox2b s'est 

accompagnée d'une perte correspondante de l'expression de TASK-2 (Gestreau et al., 2010). 

Ainsi, ces données fournissent des preuves solides que le canal TASK-2 sensible au pH est 

exprimé dans le groupe de neurones chémosensibles au CO2/H+ du RTN (Dubreuil et al., 2009, 

Bayliss et al., 2015). Ces résultats ouvrent de nouvelles portes dans la compréhension des 

mécanismes moléculaires de chémoréception et donc des pistes thérapeutiques intéressantes.  

D’autres théories mettant en jeu un mécanisme paracrine de sensibilité au pH ont 

émergé. Ces théories sont basées sur le fait qu’une partie des cellules gliales présentes à la 

surface ventrale du bulbe peuvent être dépolarisées par une acidification (Fukuda & Honda, 

1975, Ritucci et al., 1997) et seraient, par la suite, capables d’activer les chémorécepteurs 

centraux, dont le RTN, via une libération d’ATP (Spyer et al., 2004, Gourine et al., 2005, 

Gourine, 2005, Huckstepp et al., 2010). Il a été démontré que l’ATP, impliqué dans la 

neurotransmission et dans la propagation des vagues calciques astrocytaires (Guthrie et al., 

1999), peut être libéré in vivo à la surface ventrale du tronc cérébral suite à une stimulation 

hypercapnique (Spyer et al., 2004, Gourine et al., 2005). Cette augmentation d’ATP précédant 

l’augmentation de la fréquence respiratoire. L’application iontophorétique d’ATP sur une zone 

médullaire définissant le RTN peut induire artificiellement une augmentation de la fréquence 

respiratoire (Gourine et al., 2010). En 2010, cette même équipe publia une étude mettant en 

évidence l’implication du réseau astrocytaire localisé à la surface du RTN dans la réponse 

hypercapnique (Gourine et al., 2010). Les auteurs démontrent que les astrocytes en contact avec 

les vaisseaux sanguins pouvaient détecter des variations de pH et que cette chémosensibilité 

intrinsèque des astrocytes induit une libération d’ATP provoquant une dépolarisation du 

potentiel membranaire des neurones du RTN. Cependant les résultats des expériences in vitro 

sont plus nuancés. En effet, les neurones du RTN semblent être peu activés suite à l’application 

d’agoniste des récepteurs purinergiques P2Y (récepteurs spécifiques des nucléotides 

extracellulaires) (Mulkey et al., 2006). Ces résultats suggèrent que si ce phénomène 

d’activation par l’ATP existe, il est possible qu’il ne puisse être observé qu’in vivo et que 

d’autres processus biologiques générés au sein des cellules gliales puissent également participer 

à la genèse de ces réponses chémosensibles (Erlichman et al., 2008, Erlichman et al., 2010). 
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Longtemps considérés comme assurant une diversité de fonctions importantes, centrées sur le 

support nutritif et métabolique ainsi que la protection des neurones, on prête maintenant aux 

astrocytes des fonctions nouvelles impliquées dans les mécanismes de chémosensibilité au 

CO2/H+ (Gourine et al., 2010, Wenker et al., 2010, Mulkey & Wenker, 2011, Guyenet & 

Bayliss, 2015b, Eugenin Leon et al., 2016). 

Figure 25 : Implication des canaux TASK-2 et de GPR4 dans le mécanisme de 
chémosensibilité intrinsèque aux H+ des neurones du RTN.  
A. Graphiques présentant l’évolution de la fréquence de décharge des neurones du RTN lors de 
changements de pH extracellulaire. δ’activité spontanée des neurones est enregistrée par la 
technique de patch clamp en configuration « cellule attachée ». Chez les animaux témoins 
(TASK-2+/+) le passage d’un pH 7,0 à un pH 7,8 aboutit à la mise sous silence de l’activité 
spontanée du neurone (points bleus). Chez les mutants TASK-2-/- l’étude des fréquences de 
décharge des neurones du RTN révèle la présence de deux populations au sein du RTN. Une 
première population composée de neurones pH sensibles mais pour laquelle la variation de la 
fréquence de décharge est atténuée par rapport au témoin (baisse de 40% de la fréquence suite 
au passage de pH 7,0 à 7,8 ; points rouges pleins). Une seconde population pH insensible pour 
laquelle la fréquence de décharge n’est pas modulée par le pH (points rouges vides). D’après 
(Wang et al., 2013b). B. A gauche, tracés obtenus à partir des enregistrements en patch clamp 
montrant la fréquence de décharge en fonction du pH de neurones du RTN de souris GPR4-/- et 
de souris témoins GPR4+/+. A droite, graphique illustrant la ventilation minute enregistrée en 
pléthysmographie en réponse à des stimuli hypercapniques des souris KO simple GPR4-/- et 
TASK-2-/-et leurs témoins respectifs GPR4+/+ et TASK-2+/+ ainsi que des souris KO double 
GPR4-/- ; TASK-2-/- et les témoins GPR4+/+ ; TASK-2+/+. † différence significative (p<0,0001) 
entre les témoins et les autres lignées ; * différence significative (p<0,05) entre les KO simples 
et les doubles KO. D’après (Kumar et al., 2015). 
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c. Au niveau des neurones noradrénergiques du LC 

Si la majorité des structures chémorécepteurs centraux au CO2/H+ est dans le bulbe 

rachidien, il a été mis en évidence une troisième structure localisée au niveau dorso-latéral du 

pont, le locus coeruleus. Cette structure contient une forte population de neurones 

noradrénergiques (Rasmussen et al., 1986) qui ont été proposés comme étant des 

chémorécepteurs centraux aux CO2/H+ (Figure 26, page 59) (Elam et al., 1981, Haxhiu et al., 

1996, Oyamada et al., 1998, Oyamada et al., 1999, Stunden et al., 2001, de Carvalho et al., 

2010, Gargaglioni et al., 2010).  En effet, des enregistrements de l’activité unitaire des neurones 
du LC chez le rat avant et après chémodénervation ont révélé que leur fréquence de décharge 

était d’autant plus augmentée que le stimulus hypercapnique était important et ceci 

indépendamment de l’influence des afférences périphériques (Elam et al., 1981). D’autres 
auteurs d’une étude électrophysiologique sur des préparations ex vivo de SNC isolé chez le rat 

nouveau-né ont réalisé des enregistrements conjoints de l’activité des neurones du δC et de la 

racine cervicale ventrale C4. Ils concluent que les neurones du LC sont chémosensibles aux 

variations de CO2/H+ et qu’ils sont en mesure de moduler l’activité de la CCR (Oyamada et al., 

1998). Il a également été mis en évidence une augmentation de l’expression de c-fos au niveau 

des neurones du LC après un challenge hypercapnique (Haxhiu et al., 1996, Teppema et al., 

1997). Par la suite, des propriétés intrinsèques de chémosensibilité au CO2/H+ ont été 

démontrées sur des tranches de bulbe rachidien (Stunden et al., 2001, Nichols et al., 2008, 

Erlichman et al., 2009, Guyenet et al., 2010a). De plus, il a été mis en évidence que 

l’hypercapnie entrainait l’augmentation de la fréquence de décharge de 80% des neurones du 

LC (Pineda & Aghajanian, 1997, Oyamada et al., 1998, Filosa et al., 2002). Par ailleurs, la mise 

en culture des neurones du δC a permis de mettre en évidence qu’après un blocage 
pharmacologique des transmissions synaptiques inhibitrices et excitatrices, ces neurones sont 

toujours stimulés par une élévation de CO2/H+ (Johnson et al., 2008). In vivo toujours, la lésion 

des neurones catécholaminergiques et plus particulièrement noradrénergiques du LC diminue 

significativement la réponse ventilatoire au CO2 (Li & Nattie, 2006, Biancardi et al., 2008). 

δ’ensemble de ces études démontre que les neurones noradrénergiques du LC répondent bien 

à l’appellation stricte de chémorécepteurs centraux au CO2/H+. De la même manière que le 

RTN, le LC pourrait être impliqué dans le CCHS qui se caractérise par une absence ou une 

réduction importante de la chémosensibilité au CO2/H+
 (Nobuta et al., 2015). En effet, une 

récente étude a montré sur des encéphales issus de patients que ces derniers présentaient une 

anomalie structurelle au niveau du LC (Nobuta et al., 2015). D’autre part, des modèles murins 

mutants pour le gène Phox2b apportent des arguments en faveur d’une implication de ces 

neurones dans la physiopathologie du CCHS (Nobuta et al., 2015). Ces résultats ouvrent de 

nouvelles portes dans la compréhension des mécanismes moléculaires de la chémoréception 

centrale au CO2/H+ et donc de pistes thérapeutiques intéressantes.  

Les mécanismes moléculaires sous-tendant les propriétés de chémoréception des 

neurones noradrénergiques du LC ont aussi été identifiés partiellement. Comme les neurones 
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du RTN et des raphés lors d’une hypercapnie, l’activité des neurones du δC est régulée en partie 

par un courant membranaire potassique sensible au CO2/H+
 (Pineda & Aghajanian, 1997). 

Diverses études suggèrent que de nombreux canaux différents sont impliqués dans 

l’augmentation du taux de décharge des neurones du LC aux stimuli CO2/H+ (Filosa & Putnam, 

2003, Li & Putnam, 2013, Putnam, 2010). Les résultats suggèrent que la réponse chémosensible 

dans les neurones du LC implique des canaux Ca2+ de type L et des canaux K+ sensibles à l’ion 
tétraéthylammonium (TEA) et au 4-aminopyridine (4-AP) responsables d’un courant K+ 

sortant. L'acidose hypercapnique a inhibé les deux courants K+ alors que les canaux Ca2+ de 

type L sont activés par une augmentation de CO2/H+ dans les neurones LC (Filosa & Putnam, 

2003). En effet, lorsque les neurones du LC ont été exposés à une acidification du pH, le courant 

sensible à la 4-AP a été inhibé (Li & Putnam, 2013). Le changement du courant sensible à la 4-

AP par différents niveaux de CO2 a été corrélé avec la variation du taux de décharge induite par 

le CO2, impliquant le courant 4-AP sensible dans la signalisation chémosensible des neurones 

du LC (Li & Putnam, 2013). Il a aussi été montré que les neurones du LC possèdent des canaux 

Kir (pour Inwardly Rectifying K+ current) responsables d’un courant potassique rectifiant 
entrant (Pineda & Aghajanian, 1997). Ces canaux sont inhibés par une diminution de pH. De 

plus, les canaux TASK sensibles au pH sont fortement exprimés dans les neurones du LC et 

peuvent également jouer un rôle dans la signalisation chémosensible (Bayliss et al., 2001). 

Enfin, l’étude de Cui et collaborateurs suggère l'ouverture de canaux cationiques Na+ ou non 

sélectifs au lieu de la fermeture des canaux K+ (Cui et al., 2011). Les canaux TRP (pour 

Transient Receptor Potential) représentant une grande famille de canaux perméables aux 

cations semblaient être de bons candidats. En effet, des niveaux élevés d'expression de l'ARNm 

de TRPC5, TRPM2 et TRPM7 ont été trouvés dans le LC. Parmi eux, le transcrit TRPC5 était 

le plus abondant. L'analyse par PCR monocellulaire a indiqué que les ARNm de TRPC5 

existaient dans les neurones du LC. Ce canal TRPC5 a été activé par une acidification 

extracellulaire lorsqu'il a été exprimé dans des cellules de rein embryonnaire humain. Les 

courants TRPC5 ont commencé à être activés à pH 7,4. L'effet stimulant de l'hypercapnie sur 

les neurones du LC a été éliminé par un inhibiteur sélectif (SKF-96365) du TRPC. Ces résultats 

suggèrent fortement que les canaux TRP sont susceptibles de jouer un rôle dans la 

chémosensibilité au CO2/H+ des neurones du LC, en particulier TRPC5 (Cui et al., 2011). Ainsi, 

il semble probable que la réponse au CO2/H+ dans les neurones du LC implique de multiples 

canaux ioniques, peut-être jusqu'à six types différents. 
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Figure 26 : Les neurones noradrénergiques du locus coeruleus sont intrinsèquement 
sensibles au CO2 et stimulent des motoneurones respiratoires 
A. Représentation schématique d’une vue dorsale d’une préparation de bulbe rachidien-pont-
cervelet-moelle épinière isolée de rat nouveau-né montrant la localisation des neurones du locus 
coeruleus (LC) et l’emplacement des microélectrodes d’enregistrement des neurones du δC et 
de la racine cervicale ventrale C4. B. Microphotographies d’une section de pont au niveau du 
LC de la préparation de bulbe rachidien-pont-cervelet-moelle épinière isolée pour montrer le 
caractère TH positif d’un neurone du LC enregistré. Un neurone du LC a été marqué par 
injection intracellulaire (flèche blanche) de colorant (Lucifer yellow, jaune) et d’un anticorps 
dirigé contre TH (Cyγ, rouge) à l’aide d’une microélectrode d’enregistrement. A gauche, la 
microphotographie montre le neurone enregistré (jaune). A droite, la microphotographie montre 
le marquage TH-positif (rouge) au sein du neurone du LC enregistré (flèche blanche). Le 
plancher du quatrième ventricule est indiqué par des pointes de flèche noires. La barre 
horizontale indique 100 μm. C. Tracés du potentiel de membrane d'un neurone du locus 
coeruleus TH-positif et du signal intégré de l’activité du nerf phrénique en réponse à une 
augmentation de CO2. La fréquence de décharge du neurone du locus coeruleus TH-positif 
augmente ainsi que celle du nerf phrénique en réponse à l’augmentation de CO2. D’après 
(Oyamada et al., 1998) 

Malgré la forte corrélation entre l'augmentation de la fréquence de décharge des 

neurones du LC et la diminution du pH, l'augmentation de la fréquence de décharge de ces 

neurones semble saturer, atteignant un maximum lors d’une stimulation par des solutions 

équilibrées à 15% de CO2 (Ritucci et al., 2005a), et cela malgré le fait que le pH continue de 

devenir plus acide lorsque les solutions sont équilibrées avec plus de 15% de CO2 (Dean et al., 

2001). Cette saturation de l'effet du CO2 est également observée avec l'augmentation de 

l'activité du nerf phrénique en réponse à l'augmentation du CO2 inspiré (Coates et al., 1993). 

Effectivement, nous pouvions nous attendre à ce que les chémorécepteurs centraux au CO2/H+ 

saturent à de tels niveaux pathologiquement élevés de CO2, mais la base mécanistique de cette 

saturation de la réponse chémosensible à des niveaux très élevés de CO2 et donc à des niveaux 

bas de pH reste peu abordée. Le même résultat a été rapporté pour les neurones RTN (Ritucci 
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et al., 2005b). Ce phénomène de saturation pourrait provenir soit d'une diminution de la capacité 

du pH acide à inhiber davantage les canaux K+, soit d’une activation de certains processus par 

une acidité croissante qui limiterait davantage les augmentations du taux de décharge des 

neurones.  Un tel processus pourrait s’expliquer par l’activation des canaux Ca2+ de type L lors 

d’une augmentation de CO2/H+ dans les neurones LC. Cela pourrait entraîner une accumulation 

suffisante de Ca2+ intracellulaire pour activer un canal potassique activé par le calcium (KCa), 

ce qui limiterait la dépolarisation membranaire et l'augmentation du taux de décharge des 

neurones du LC (Putnam, 2010). Le mécanisme de saturation à des stimuli CO2/H+ croissants 

diminuant le taux de décharge neuronale ou la réponse ventilatoire est un processus important 

à élucider. 

Un modèle computationnel reproduisant la plupart des propriétés connues de la 

membrane qui caractérisent les neurones sensibles au CO2/H+ du LC a été généré pour explorer 

le schéma de décharge de ces neurones en réponse à la stimulation chimique (CO2/H+) et 

électrique (synaptique) (Quintero et al., 2017). Deux résultats intéressants du modèle se 

dégagent. Premièrement, l'augmentation de la réponse au stimulus excitateur semble se saturer 

à des niveaux croissants de CO2/H+. Ceci est en accord avec les observations précédentes du 

LC où un effet de saturation semble gouverner le comportement chémosensible des neurones 

du LC (Putnam, 2010). Deuxièmement, une chémosensibilité plus élevée est obtenue avec ce 

modèle lorsque le stimulus chimique implique une diminution du pH intracellulaire et 

extracellulaire, mais pas une augmentation du taux de CO2 seul. Ce modèle pourrait avoir un 

fort potentiel en tant qu'outil pour étudier les mécanismes cellulaires sous-jacents à la 

chémosensibilité centrale au CO2/H+ altérée, présente dans une variété de troubles tels que le 

CHS. 

Le mécanisme général d’activation des structures chémosensibles au CO2/H+ est 

probablement majoritairement TASK-dépendant même si l’implication d’autre canaux 
potassiques semble envisageable (Putnam, 2010) et s’il existe d’autres mécanismes 

chémosensibles complémentaires comme par exemple GPR4 au sein du RTN. Ainsi, le blocage 

du courant potassique sortant par une élévation du CO2/H+ conduit à une dépolarisation des 

cellules chémoréceptrices et entraine la libération de divers neurotransmetteurs. Cela engendre 

une stimulation ou une inhibition des centres respiratoires responsables d’un ajustement de la 

ventilation via une régulation de la fR et du VT permettant de maintenir l’homéostasie de 
l’organisme.  Il est important de noter que le mécanisme de la chémoréception centrale au 

CO2/H+ semble être hétéroclite selon les populations neuronales impliquées. Cela pourrait 

s’expliquer par une mise en jeu d’acteurs différents et/ou des interactions distinctes entre les 
différents acteurs. Malgré les progrès, un certain nombre de questions-clés restent à étudier 

dans le domaine de la chémoréception centrale au CO2/H+. Une étude détaillée de la 

signalisation chémosensible au CO2/H+ doit être faite rigoureusement dans les neurones de plus 

de régions cérébrales afin d’offrir de nouvelles cibles pour les thérapies visant à modifier la 

force de la chémosensibilité centrale au CO2/H+
.   
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 Les syndromes d’hypoventilation 
centrale, défaillance de la commande centrale 
respiratoire 

 Généralités sur les syndromes d’hypoventilation centrale (CHS) 

La commande centrale respiratoire est affectée dans de nombreuses pathologies comme 

les syndromes d’hypoventilation centrale qui sont marqués par une hypoventilation alvéolaire, 

non expliquée par des anomalies des muscles respiratoires, de la mécanique thoraco-pulmonaire 

et des échanges gazeux intra-pulmonaires (Gozal, 1998).  

1. Définition 

On regroupe sous le terme de syndromes d’hypoventilation centrale (CHS pour Central 

Hypoventilation Syndrome) des pathologies neuro-respiratoires, acquises ou congénitales, 

associées à une dérégulation du fonctionnement du système nerveux végétatif. Elles résultent 

de désordres neurologiques pouvant affecter les récepteurs sensoriels, les centres à l’origine de 
l’élaboration de la commande respiratoire ou encore les sites d’intégration des messages issus 
des récepteurs sensoriels (Gozal, 1998, Cielo & Marcus, 2014). δ’hypoventilation alvéolaire 
est présente au cours du sommeil, en raison de la suppression des stimuli de l’éveil sur les 

centres respiratoires, ou dans des cas plus sévères aussi pendant l’éveil (Cielo & Marcus, 2014, 

Muzumdar & Arens, 2008). 

Les CHS regroupent différentes pathologies comme le syndrome d’hypoventilation 
alvéolaire centrale congénitale (CCHS pour Congenital Central Hypoventilation Syndrome 

ou syndrome d’Ondine), le syndrome d’hypoventilation alvéolaire associé à l’obésité (OHS 

pour Obesity Hypoventilation Syndrome), le syndrome d’hypoventilation tardive (δO-CCHS 

pour Late Onset Central Hypoventilation Syndrome), ou le syndrome d’hypoventilation associé 
à une obésité précoce (ou ROHHAD pour Rapid Onset with Hypothalamic dysfunction, 

Hypoventilation and Autonomic Dysregulation). 

Après avoir évoqué la physiopathologie générale des CHS et les traitements qui sont 

aujourd’hui proposés, nous nous attarderons particulièrement sur deux CHS, l’OHS et le CCHS.  

2. Physiopathologie 

Le terme hypoventilation, du grec ancien « hypo » qui signifie « en dessous », désigne 

une diminution de la ventilation, ce qui entraine une diminution de la PaO2 et de la PaCO2 par 

rapport aux pressions partielles physiologiques se traduisant respectivement par une hypoxémie 

et une hypercapnie.  
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Les patients souffrant de CHS ne réagissent pas ou alors de manière insuffisante aux 

modifications de la PaO2 et de la PaCO2 par défaillance des systèmes de régulation de la CCR. 

Les dysfonctionnements peuvent intervenir à différents niveaux de la boucle de régulation de 

la CCR i.e. détection, transmission ou réception de l’information. En effet, soit la détection des 
stimuli chimiques (hypercapnie et hypoxémie) est altérée ou absente à cause d’une défaillance 
intrinsèque des chémorécepteurs, par conséquent les messages sensoriels sont mal ou non 

transmis aux centres respiratoires ; soit les messages sont bien transmis par les chémorécepteurs 

qui détectent correctement les stimuli chimiques mais ils ne sont pas correctement reçus par les 

centres respiratoires. In fine, ces derniers ne peuvent transmettre les messages destinés à 

amorcer la contraction des muscles respiratoires et donc la ventilation (Gozal, 1998, Muzumdar 

& Arens, 2008, Carroll et al., 2010, Cielo & Marcus, 2014). Par conséquent, la CCR n’est pas 
adaptée à l’augmentation de besoins métaboliques. δes sujets touchés par cette maladie n’ont 
pas conscience qu’ils ne respirent pas suffisamment car ils sont dépourvus des signaux d’alerte 
que les sensations respiratoires et la dyspnée fournissent habituellement (Gozal, 1998, 

Muzumdar & Arens, 2008, Cielo & Marcus, 2014). À l’éveil, les influences corticales et supra-

bulbaires qui s’exercent sur la ventilation permettent en général le maintien d’une activité 
ventilatoire spontanée. Elle peut être suffisante à maintenir la normocapnie chez la plupart des 

patients, mais une hypoventilation diurne peut survenir dans de rares cas (Muzumdar & Arens, 

2008, Cielo & Marcus, 2014). 

3. Prise en charge thérapeutique 

Les traitements mis en place sont symptomatiques, leur objectif est de rétablir une 

ventilation adéquate permettant une dioxygénation et un rejet du CO2 efficaces. Celui qui donne 

le plus de « satisfaction » actuellement reste la ventilation mécanique dont les modalités 

précises vont être détaillées (Weese-Mayer et al., 1992b, Weese-Mayer et al., 2010, Cielo & 

Marcus, 2014). D’autres thérapeutiques, adjuvantes uniquement puisque la ventilation 
mécanique reste obligatoire, ont été proposées avec plus ou moins de succès comme des moyens 

médicamenteux et l’utilisation de la stimulation diaphragmatique (Weese-Mayer et al., 1992b, 

Weese-Mayer et al., 1992a, Weese-Mayer et al., 2010). 

a. Ventilation mécanique   

La ventilation mécanique (VM) est un terme pour la ventilation artificielle, en 

opposition à la ventilation spontanée, qui consiste à suppléer ou assister la respiration spontanée 

à l'aide d'une machine appelée ventilateur. δa Vε est qualifiée d’invasive si elle se fait par une 
interface pénétrant dans les voies aériennes par la bouche ou le nez (sonde d'intubation endo-

trachéale) ou par la peau (tube de trachéotomie). Par opposition, la ventilation non invasive 

(VNI) implique quant à elle un masque étanche (facial ou nasal). Il existe deux modes 

ventilatoires : les ventilateurs peuvent être en pression positive ou en pression négative.  

- La ventilation en pression positive 
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Lors de la ventilation spontanée, la pression intra-pulmonaire est successivement 

négative lors de l'inspiration, puis positive lors de l'expiration, alors qu'en ventilation en 

pression positive, cette pression reste indifféremment positive que l'on soit en phase inspiratoire 

ou expiratoire, l’air est « poussé » dans les voies aériennes, c’est le principe du « soufflet ». La 

ventilation non invasive est privilégiée (Ferrer & Torres, 2015) par rapport à la ventilation 

invasive dans ce mode ventilatoire en pression positive. Elle délivre un traitement efficace avec 

un risque d'infection moindre et permet ainsi d'améliorer la survie des patients (Robert & 

Argaud, 2007). Un traitement VNI efficace peut aider les patients à augmenter l'utilisation de 

la capacité pulmonaire. Cela permet de réduire l'effort respiratoire (Organized jointly by the 

American Thoracic Society et al., 2001) et rend les activités courantes plus faciles.  

- La ventilation en pression négative 

Dans ce mode d’application de la pression, la ventilation qui existe est exclusivement 
sous forme non invasive. Une coquille en forme de dôme s’adapte à la cage thoracique et à 

l’abdomen du patient formant un compartiment scellé et étanche autour du thorax. Un 
ventilateur augmente et diminue de façon périodique la pression à l'intérieur de la chambre. 

Quand la pression appliquée autour de la cage thoracique descend en dessous de celle des 

poumons, l'air extérieur est « aspiré » par les VAS pour remplir les poumons ; quand elle 

remonte au-dessus de celle des poumons, l'inverse se produit et l'air est expulsé des poumons. 

Aujourd’hui la ventilation en pression négative n’est presque plus utilisée depuis que la 
ventilation à pression positive est disponible (Cielo & Marcus, 2014). Son utilisation a été 

limitée par le risque d’asynchronisme entre l’ouverture des VAS et les efforts inspiratoires 
thoraciques provoquant des apnées  (Levy et al., 1992). C’est aussi un soin contraignant car il 
ne peut pas être utilisé lorsque le patient présente des hypoventilations à l’éveil puisqu’il doit 
obligatoirement rester en position couchée pour son utilisation (Hartmann et al., 1994).  

b. Stimulation diaphragmatique 

La stimulation phrénique vise à rétablir une contraction diaphragmatique qui initiera la 

ventilation. Ces stimulateurs diurnes sont utilisés chez les patients ventilo-dépendants en 

complément de la ventilation nocturne par trachéotomie ou par masque et sont contre-indiqués 

aux patients qui présentent des dommages aux poumons liés au ventilateur.  

Cette technique se base sur la stimulation électrique du nerf phrénique au moyen 

d’électrodes implantées chirurgicalement au niveau du nerf par thoracotomie. Ces électrodes 
sont connectées à des antennes réceptrices sous-cutanées qui reçoivent d’un boitier de 
stimulation radio-électrique des signaux radioélectriques par l’intermédiaire d’antennes 
émettrices placées sur la peau en regard des antennes réceptrices. Les électrodes convertissent 

ensuite ces signaux en impulsions électriques qu’elles délivrent au nerf phrénique (Similowski 

et al., 1989, Weese-Mayer et al., 1992a). Cette technique permet au patient de se libérer d’un 
ventilateur mécanique durant la journée et donc d’améliorer la qualité de vie (Healy & Marcus, 
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2011, Cielo & Marcus, 2014). Les principaux inconvénients de cette technique comprennent le 

coût, l'inconfort associé à l'implantation chirurgicale et le risque potentiel de répétition d’actes 
chirurgicaux suite à un dysfonctionnement du stimulateur.  

c. Traitements médicamenteux 

Source de formidables espoirs il y a une vingtaine d’années, ils sont aujourd’hui presque 
complètement abandonnés du fait de l’absence d’efficacité ou bien d’effets secondaires trop 
indésirables. De nombreuses substances ont été essayées dans le but de stimuler la ventilation, 

le plus souvent sans aucun effet, rarement avec une efficacité médiocre ou irrégulière (Haddad 

et al., 1978, Skatrud et al., 1978b, Hunt et al., 1979, Lugliani et al., 1979, Wells et al., 1980, 

Naeije et al., 1982, Newth et al., 1983, Shannon et al., 1983, Milerad et al., 1985, Weesner & 

Boyle, 1985, Oren et al., 1986, Weese-Mayer et al., 1992b, Weese-Mayer et al., 2010). 

 
Nous détaillerons dans les paragraphes qui vont suivre le CCHS et le OHS d’un point 

de vue des caractéristiques ventilatoires puisqu’ils sont à l’origine de l’attention que nous 
portons à deux de nos molécules d’intérêt, l’étonogestrel et la leptine, en tant qu’éventuelles 

pistes thérapeutiques. 

 Le syndrome d’hypoventilation associé à l’obésité (OHS) 

En 1837, Charles Dickens publie une série d'histoires se déroulant au Pickwick Club, 

dans un roman appelé The Posthumous Papers of the Pickwick Club. Un des personnages de ce 

livre, prénommé "Fat Joe", est domestique à l'Auberge de la Croix d'Or de Rochester. Dickens 

le décrit comme une curiosité de la nature, un jeune garçon étonnamment gras, rougeaud, 

goinfre, mais surtout atteint d'une somnolence invincible, incontrôlable : à tout moment, même 

en parlant, il s'assoupit et se met à ronfler doucement, le menton sur la poitrine. 
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Charles Dickens, The Posthumous Papers of the Picwick Club, 1837 

1. Définition 

Une pathologie du contrôle ventilatoire peut également rendre compte de 

l’hypoventilation alvéolaire de certains sujets obèses, le syndrome d’hypoventilation associé à 
l’obésité (OHS). 

Le OHS a été décrit pour la première fois il y a plus de soixante ans sous une appellation 

différente, le syndrome de Pickwick, par Burwell et collaborateurs (Burwell et al., 1994, 

BICKELMANN et al., 1956). Ils ont décrit un syndrome associant une obésité importante, une 

insuffisance respiratoire chronique, une hypersomnolence, une érythrocytose secondaire et une 

hypertension pulmonaire. Ils ont proposé de l’appeler syndrome de Pickwick en référence au 
tableau, brossé par Charles Dickens, du « fat boy » dans sa première nouvelle The Posthumus 

Papers of the Pickwick club, étrangement similaire au tableau clinique de leurs patients. 

Aujourd’hui, le terme de syndrome d’hypoventilation associé à l’obésité s’est progressivement 

substitué à celui du syndrome de Pickwick. On définit le OHS comme la présence d’une 
hypoventilation alvéolaire diurne caractérisée par une PaCO2 diurne > 45 mmHg et une PaO2 

< 70mmHg chez un patient obèse dont l’IεC > 30kg/m2, indépendamment ou non d’un 
syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS), alors qu’il n’existe pas d’affection 
respiratoire susceptible d’expliquer les anomales gazométriques (Mokhlesi, 2010). Les patients 

OHS présentent dans la plupart des cas des pathologies associées, favorisées par l’obésité i.e. 

l’hypertension artérielle, les cardiopathies, le diabète de type β, les apnées obstructives du 
sommeil (Mokhlesi, 2010).  

2. Sévérité  

La sévérité de la maladie et son évolution dépendent des comorbidités, principalement 

de la sévérité de l’insuffisance respiratoire (Mokhlesi, 2010, Balachandran et al., 2014).  

3. Épidémiologie 

A ma connaissance, il n’y a pas d’étude clinique épidémiologique portant sur la 
prévalence du OHS dans la population générale. La prévalence du OHS augmente avec la 

sévérité de l’obésité (γ0% avec IεC>γ5kg/m2 versus 49% IMC>50 kg/m2) (Nowbar et al., 

2004). La prévalence de l’obésité sévère l’IεC> 40kg/m2 est assez bien établie. Aux Etats-

Unis, elle est passée en plus d’une vingtaine d’années au sein de la population adulte de 5/1000 
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à 25/1000 (Mokhlesi, 2010) et on admet que le OHS touche environ 10% des obèses sévères. 

δ’augmentation des cas de OHS observée récemment est la conséquence de cet accroissement 

de la prévalence de l’obésité sévère (Mokhlesi et al., 2007, Mokhlesi & Tulaimat, 2007, 

Balachandran et al., 2014). En 2014, la même équipe estimait approximativement la prévalence 

globale du OHS à 0,6% dans la population générale adulte avec un ratio homme/femme de 2:1 

(Balachandran et al., 2014). 

4. Étiologie  

δes mécanismes d’apparition de l’hypoventilation alvéolaire chez certains obèses ne 
sont pas totalement compris et seraient probablement multifactoriels. Pour un même degré́ 
d’obésité́, l’hypoventilation alvéolaire n’est pas constamment observée chez tous les sujets. δa 
plupart des obèses n’ayant pas d’hypoxémie-hypercapnie (Mokhlesi, 2010), pourquoi certains 

d’entre eux développent-ils une hypoventilation alvéolaire ? δes mécanismes d’apparition de 
l’hypoventilation alvéolaire chez certains obèses ne sont pas totalement compris et seraient 
probablement multifactoriels. Trois mécanismes physiopathologiques non exclusifs expliquant 

l’hypercapnie dans le OHS ont été proposés i.e. les contraintes mécaniques de l’obésité sur le 
système respiratoire responsables d’un coût excessif du travail respiratoire, la répétition 
d’apnées obstructives au cours du sommeil et un dysfonctionnement des centres respiratoires 

pouvant notamment impliquer notamment le système leptinergique (Piper & Grunstein, 2010, 

Piper & Grunstein, 2011).  

a. Obésité et coût excessif du travail des muscles respiratoires 

δ’obésité, en particulier quand elle est sévère, est associée à des changements de la 
mécanique pulmonaire et des performances des muscles respiratoires (Rochester & Enson, 

1974). En effet, une diminution de la compliance thoraco-pulmonaire est constatée chez 60% 

des obèses OHS contre 20% chez des obèses non OHS à IMC égal (Naimark & Cherniack, 

1960). Cette chute de la compliance du système respiratoire explique le travail anormalement 

élevé des muscles respiratoires chez les obèses OHS qui sont donc hypercapniques 

comparativement aux obèses non OHS qui sont eux, normocapniques (Kaufman et al., 1959, 

Cherniack, 1958).   

b. Apnées obstructives du sommeil 

Un syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS) est observé chez 90% des 
patients OHS, occasionnant des épisodes d’hypercapnie et d’hypoxémie répétés et pouvant 
favoriser l’installation d’une hypoventilation diurne (Lopata & Onal, 1982). De plus, les 

épisodes répétés d’hypoxie-réoxygénation générés par les apnées nocturnes constituent un 

stress d’hypoxie intermittente chronique (HIC) et sont donc particulièrement délétères, du fait 
du stress oxydant, à l’origine d’une synthèse accrue d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et 

de l’inflammation de bas grade qu’ils génèrent. Or, le stress oxydatif et l’inflammation sont des 
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médiateurs reconnus des perturbations respiratoires suite à une hypoxie intermittente mimant 

les apnées du sommeil chez le rongeur en altérant la chémoréception périphérique (Iturriaga et 

al., 2015, Snyder et al., 2017). Ces éléments pris ensemble amènent à penser qu’indirectement, 
la présence des apnées obstructives est un élément déterminant pouvant expliquer l’installation 
d’une hypoventilation alvéolaire chez certains sujets obèses. En outre, plusieurs éléments 

convergents de la littérature évoquent un rôle de l’HIC dans l’initiation de la plasticité 
respiratoire entrainant des modifications du réseau neuronal respiratoire (Mateika & Narwani, 

2009, Mateika & Komnenov, 2017).  Cette plasticité semble avoir deux effets contradictoires, 

à la fois bénéfiques et néfastes. Cette contradiction pourrait être liée à la gravité et à la durée de 

l'exposition à HIC, c’est-à-dire que des formes légères d’HIC déclenchent des effets bénéfiques 
alors que des formes sévères d’HIC sont associées à des conséquences néfastes. 

A l’inverse, plusieurs études montrent que les patients OHS présentant un SAOS ne 
diffèrent pas des patients obèses non OHS présentant un SAOS par un indice d’apnées-

hypopnées plus élevé (Leech et al., 1987, Bradley et al., 1986), ce qui pourrait laisser penser 

que la présence des apnées obstructives n’est pas un élément déterminant pouvant expliquer 

l’installation d’une hypoventilation alvéolaire chez certains sujets obèses. De plus, dans le cas 

de l’hypothèse de phénomène de plasticité induite par HIC via des phénomènes de facilitation 

à long terme et d’augmentation progressive de la puissance motrice respiratoire, les apnées 

pourraient s’avérer efficaces contre l’hypoventilation (Mateika & Narwani, 2009, Mateika & 

Komnenov, 2017). 

La présence chez les patients OHS d’un SAOS comme facteur déterminant ou non 
expliquant l’hypoventilation diurne observée est à ce jour encore controversée. Il est important 

de rappeler que certains patients OHS ne présentent pas de SAOS et que donc, dans ce cas, cette 

cause est exclue. 

c. Défaillance de la commande centrale respiratoire et implication de la 
leptine 

δe rôle d’une dysfonction de la CCR comme cause de l’hypoventilation alvéolaire de 
certains obèses OHS est une éventualité qui nous intéresse tout particulièrement bien que 

controversée. Une des conséquences du dysfonctionnement du réseau respiratoire pourrait en 

effet se traduire par une réduction de la réponse au CO2. En effet, au cours du OHS, il existe 

une altération de la réponse ventilatoire au CO2 (Jokic et al., 2000). La question est de savoir 

si cette altération de la réponse au CO2 est un phénomène constitutionnel chez ces patients avant 

l’installation de l’hypoventilation alvéolaire au long cours ou s’il s’agit d’une conséquence en 
particulier de l’hypoventilation alvéolaire nocturne. En effet, une fois l’hypercapnie chronique 
installée, un cercle vicieux s’installe avec une diminution chronique de la réponse des 
chémorécepteurs centraux qui aggrave encore l’hypoventilation alvéolaire nocturne et, par voie 

de conséquence, l’hypoventilation alvéolaire diurne (Pepin et al., 2005). Le fait d'être en 

hypercapnie chronique entraine une diminution de la sensibilité au CO2 et donc une diminution 
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de la réponse au CO2 (Gilbert et al., 1961, Rochester & Enson, 1974, Zwillich et al., 1975, 

Olson & Zwillich, 2005, Weitzenblum et al., 2008).  

Les patients OHS peuvent, en hyperventilant volontairement, devenir eucapniques 

(Leech et al., 1991). Il s'agit probablement de la preuve la plus simple d'une commande 

respiratoire centrale défectueuse. De plus, certaines équipes ont cherché à identifier des 

défaillances dans les réponses à des mesures d’évaluation de l’adaptation du contrôle 
ventilatoire. Pour évaluer la CCR il faudrait idéalement enregistrer l’activité des nerfs destinés 
aux muscles respiratoires car une maladie neuro-musculaire pourrait rendre inefficace 

l’expression d’une commande normale. εais cette méthode est inutilisable en pratique clinique 

chez l’Homme. Chez l’Homme, la mesure de la réponse ventilatoire au CO2 de la pression 

d’occlusion (P0,1) et celle de l’électro-myogramme (EMG) des muscles respiratoires sont des 

méthodes qui peuvent permettre d’appréhender la commande ventilatoire (Straus, 2005) et 

constituent des indicateurs de sa fonctionnalité. La mesure de la P0,1 repose sur la mesure de la 

pression négative produite par la contraction des muscles inspiratoires contre des voies 

aériennes occluses. Pour mesurer la pression d’occlusion, le sujet respire à travers une valve 

unidirectionnelle. δa voie inspiratoire est occluse à l’insu du sujet pendant l’expiration. 
δ’inspiration suivante s’effectue donc contre une résistance. Un sujet éveillé ne détecte 
l’occlusion de la voie inspiratoire qu’environ β00 millisecondes après le début de l’effort. δa 
pression mesurée à 100 millisecondes reflète donc la commande respiratoire inconsciente 

(Derenne et al., 1976, Murciano et al., 1988, Whitelaw & Derenne, 1993, Perrigault et al., 1999, 

Straus, 2005). δors de l’évaluation de la réponse à l’hypercapnie, le sujet ventile dans un sac 

un mélange hypercapnique et hyperoxique. Au fur et à mesure de la ventilation dans ce sac, la 

concentration en CO2 augmente. Deux paramètres sont étudiés, à savoir le niveau de PaCO2 à 

partir duquel la ventilation-minute s'accroît et la pente d'accélération de la ventilation-minute 

en fonction de l'augmentation de la PaCO2. Chez un sujet normal, l’augmentation de la 
ventilation suit linéairement celle de la pression partielle en CO2. La pente de la réponse 

caractérise la sensibilité au CO2 du générateur central de la ventilation (Similowski et al., 1996, 

Straus, 2005). La réponse ventilatoire à l'hypercapnie exprimée ainsi évalue un système 

associant commande centrale et mécanique thoracique. δ’EMG des muscles respiratoires peut 

permettre aussi d‘évaluer la commande ventilatoire (Koenig, 2001, Straus, 2005). Cependant, 

comme il est impossible d’accéder simultanément à tous les muscles respiratoires, l’EεG ne 

permet pas une approche intégrative globale de la commande. δe signal intégré de l’EεG 

fournit un signal proportionnel à la tension développée par les muscles. Il s’agit alors d’un bon 
index de l’amplitude de la commande respiratoire (Straus, 2005). Néanmoins ces tests sont à 

prendre avec précaution quand ils sont réalisés sur des patients obèses en raison de la baisse de 

compliance thoracique et de la diminution d'efficacité des muscles respiratoires. Ces tests 

évaluant l’adaptation de la commande centrale ventilatoire sont altérés chez les sujets obèses 

OHS (Lopata & Onal, 1982, Lourenco, 1969, Redolfi et al., 2007). En effet, les auteurs 

constatent une diminution de la pente de réponse au CO2 et de la P0,1 chez les sujets OHS par 
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rapport à des obèses non OHS (Lopata & Onal, 1982, Sampson & Grassino, 1983, Han et al., 

2001, Redolfi et al., 2007). Le rapport de la variation de la réponse de l'électromyogramme 

diaphragmatique à des concentrations croissantes de CO2 inhalé est augmenté chez des patients 

souffrant d'obésité simple alors que les patients OHS ont une réponse similaire à celle des 

patients non obèses (Lourenco, 1969). Ces résultats impliquent que les patients obèses 

eucapniques ont une commande ventilatoire accrue qui permet de compenser les restrictions 

mécaniques de l'obésité, alors que les patients souffrant du OHS ne semblent pas bénéficier de 

cette aide compensatoire centrale (Lourenco, 1969, Emirgil & Sobol, 1973, Sampson & 

Grassino, 1983). Cependant, la diminution de la CCR observée peut être controversée car, à 

nouveau, l’hypercapnie que présentent les patients OHS peut entrainer une diminution de la 

réponse ventilatoire à un stimulus CO2 (Rochester & Enson, 1974). Tous ces résultats tendent 

à supposer qu'il existerait une hypoventilation d'origine centrale chez les obèses OHS. De plus, 

une restauration partielle de la chémosensibilité au CO2 est observée chez plusieurs patients 

OHS sans SAOS quelque temps après l’instauration d’une ventilation mécanique par rapport à 
des patients obèses eucapniques sans SAOS (Han et al., 2001, Redolfi et al., 2007). Les gaz du 

sang artériel diurne de ces patients se sont améliorés significativement après la VNI ainsi que 

la réponse au CO2, bien qu'elle soit encore inférieure aux valeurs normales. Chez les patients 

SAOS mais sans OHS, la réponse ventilatoire au CO2, plus importante que chez les patients 

OHS avec un SAOS, ne s’améliore pas avec la thérapie VNI (Lin, 1994). Cette restauration 

partielle de la réponse ventilatoire au CO2 sous traitement VNI chez les patients OHS est en 

faveur d’une adaptation des centres respiratoires et implique que les déficiences de la 

mécanique du système respiratoire n'expliquent pas à elles seules l'hypoventilation présente 

chez certains obèses (Olson & Zwillich, 2005, Mokhlesi, 2010). Cela suggère aussi que le 

dysfonctionnement de la CCR observé est un effet secondaire du OHS et nécessaire à sa 

persistance, mais pas l'origine de celui-ci. Il y a quelques hypothèses quant à l'origine de ces 

défauts, nous avons déjà évoqué l'obésité, la présence d’un SAOS. De plus, des études réalisées 
chez la souris déficiente en leptine suggèrent que la modulation centrale de la réponse 

ventilatoire à l’hypercapnie par la leptine pourrait être impliquée (O'Donnell et al., 2000). Nous 

développerons l’éventuelle implication centrale de la leptine comme cause du OHS dans la suite 

de ce chapitre.  

Même si les facteurs qui viennent d’être envisagés, contribuant au développement du 

OHS, sont encore discutés, ils ne s’excluent pas et c’est sans doute leur conjonction qui peut 
favoriser la survenue d’une hypoventilation associée à l’obésité. 
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 Le syndrome d’hypoventilation alvéolaire centrale congénitale (CCHS) 

1. Définition 

Friedrich de la εotte Fouqué doit sa notoriété au conte Ondine, qu’il publie en 1811. 
C’est en étudiant les créatures sans âme, les génies à forme humaine comme les ondins, qu’il a 
puisé chez Paracelse, Christian August Vulpius et Achim von Arnim la trame de son récit en 

trouvant l’histoire de la nymphe Staufenberg. Ondine, fille du peuple des Ondins est un génie 
des eaux. Elle a le pouvoir de se transformer en créature humaine et d’acquérir une âme en 
épousant un mortel. Elle tombe folle amoureuse du sire Huldbrand de Gingstetten et l’épouse. 
Mais Ondine a du mal à évoluer parmi les humains et Huldbrand se trouve une autre favorite. 

Le chevalier, averti en rêve du châtiment qui lui est réservé en cas de tromperie, la perte de 

toutes ses fonctions automatiques, n’en tient pas compte et se remarie. Ondine plaide en sa 
faveur pour éviter qu’il subisse la loi du peuple des Ondins, en vain. Le roi des Ondins prive 

l’infidèle de ses fonctions automatiques et ce dernier meurt en étreignant Ondine ruisselante de 

larmes. 

Friedrich de la Motte Fouqué, Undine, Kapitel 19,1811. 
 

δa légende d’Ondine a inspiré les cliniciens pour designer l’hypoventilation alvéolaire 
d’origine centrale. C’est Severinghaus et collaborateurs (Severinghaus, 1962) qui introduisent 

en 1962 le terme d’Ondine dans la littérature médicale à l’occasion de l’observation de trois 
patients présentant des troubles du fonctionnement des centres respiratoires à la suite d’une 
intervention chirurgicale sur le tronc cérébral. Tous nécessiteront une ventilation mécanique 

pendant le sommeil pour des apnées centrales sévères alors qu’ils étaient capables de respirer 
sans assistance à l’éveil et présenteront une baisse de la chémosensibilité au CO2/H+. Puis 

l’usage réservera ce terme aux formes congénitales de ce syndrome et c’est en 1970 que εellins 
et collaborateurs (Mellins et al., 1970) rapporteront le premier cas néonatal présentant une 

cyanose pendant le sommeil, une réponse ventilatoire atténuée lors de l’inhalation de CO2 et 

pas de perception de modifications de la PaCO2 malgré des valeurs élevées (120-130 mmHg). 

Aujourd’hui, le syndrome d’hypoventilation alvéolaire centrale congénital ou syndrome 
d’Ondine est défini comme une affection neuro-respiratoire rare caractérisée par la perte de la 
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chémosensibilité au CO2/H+. C’est une pathologie à transmission autosomique dominante, 

causée par une mutation du gène PHOX2B (Amiel et al., 2003, Weese-Mayer et al., 2005, 

Amiel et al., 2009). Ce gène code un facteur de transcription essentiel au développement du 

système nerveux végétatif central et périphérique. Sur la base de travaux menés sur des modèles 

animaux, il est aujourd’hui proposé que ce soit l’absence ou l’altération fonctionnelle des 

neurones PHOX2B-positifs et CO2/H+ senseurs du RTN/pFRG, chémorécepteur central et 

acteur majeur de la commande centrale respiratoire automatique (Stornetta et al., 2006, 

Dubreuil et al., 2008, Guyenet et al., 2009, Ramanantsoa et al., 2011), qui soit à l’origine de la 
perte de la chémosensibilité au CO2/ H+. Depuis la découverte de la mutation du gène PHOX2B 

en β00γ, la recherche de cette mutation constitue aujourd’hui un élément fondamental du 
diagnostic du CCHS (Amiel et al., 2009). Tous les neurones PHOX2B sont touchés par la 

mutation ; ces neurones sont impliqués dans un ensemble de régulations neurovégétatives. 

C’est la raison pour laquelle l’hypoventilation alvéolaire chez les patients CCHS est associée à 
de nombreux dysfonctionnements du système nerveux végétatif que nous ne détaillerons pas 

i.e. troubles du rythme cardiaque (Gronli et al., 2008), thromboses veineuses du sinus central 

(Joseph et al., 2011), altération de la thermorégulation (Vanderlaan et al., 2004, Saiyed et al., 

2015), diminution de la réponse des pupilles à la lumière (Weese-Mayer et al., 2010), dysphagie 

(Weese-Mayer et al., 2010), maladie de Hirschsprung (Trang et al., 2005), développement de 

tumeurs de la crête neurale (Trang et al., 2005), etc. 

2. Sévérité  

δ’expression clinique varie selon la gravité de la maladie et se traduit par une 
hypoventilation profonde pendant le sommeil, associée dans les cas plus sévères à une 

hypoventilation pendant l’éveil, pouvant conduire à un arrêt respiratoire complet (Trang et al., 

2005, Weese-Mayer et al., 2010). Cette variation en fonction de la sévérité du CCHS peut 

s’expliquer en partie par la mise en jeu de la composante volontaire diurne d’origine corticale 
de la commande centrale respiratoire. Ces mécanismes corticaux fonctionnels chez les patients 

CCHS favoriseraient pour une certaine proportion d’entre eux, les patients modérés, la 
normocapnie pendant l’éveil (Healy & Marcus, 2011) mais pas pendant le sommeil, où la 

commande ventilatoire ne repose alors que sur la composante automatique de la commande 

centrale respiratoire (Shea, 1997). D’autre part, une corrélation a été mise en évidence entre le 

génotype PHOX2B et le phénotype CCHS dans le sens où la longueur de l’expansion de 
polyalanine a été corrélée avec la gravité de la maladie (Weese-Mayer et al., 2003, Matera et 

al., 2004, Antic et al., 2006, Weese-Mayer et al., 2010). Une étude de Bachetti et collaborateurs 

a également montré que plus l’expansion d’alanine était importante moins PHOX2B était en 

mesure d’exercer sa fonction normale (Bachetti et al., 2005). De plus, il a été mis en évidence 

que les protéines mutées porteuses d’une mutation d’expansion de répétition de polyalanine 

(PARM pour PolyAlanine Repeat expansion Mutation) ne sont pas en mesure de pénétrer dans 
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le noyau et peuvent former des agrégats intracytoplasmiques toxiques pour les cellules (Trochet 

et al., 2005, Di Zanni et al., 2012). Des auteurs ont proposé que la formation d'agrégat de la 

protéine PHOX2B mal repliée pourrait également compromettre le repliement d'autres 

protéines et influencer des fonctions cellulaires plus générales (Albrecht et al., 2004, Caburet 

et al., 2004). 

Une récente étude a évalué la chémosensibilité de patients CCHS (Carroll et al., 2014). 

Ces patients ont été exposés à des challenges hypercapniques, hyperoxiques et hypoxiques et 

une réponse ventilatoire résiduelle à l’éveil aux différents challenges a été observée chez 

certains d’entre eux. Cette chémosensibilité résiduelle semble indépendante du type de 

mutation PHOX2B et suggère une préservation partielle d’une chémosensibilité dans des 
structures chémosensibles, par exemple les noyaux des raphés, le locus coeruleus, 

l’hypothalamus caudal, les corps carotidiens (Taylor et al., 2005, Ramanantsoa et al., 2011, 

Nattie & Li, 2012, Li et al., 2013b, Carroll et al., 2014). Cela pourrait fournir un point d'appui 

important pour des interventions pharmacologiques potentielles dans le cas des CHS. 

3. Épidémiologie 

Le CCHS est une maladie rare présente à travers le monde avec une prévalence en 

France de 1/200 000 naissances, affectant autant les femmes que les hommes (ratio 1 :1) 

(Vanderlaan et al., 2004, Trang et al., 2005).  

4. Étiologie 

a. Gène PHOX2B et défaillance de la commande centrale respiratoire 

δ’origine génétique de la maladie a été démontrée en 2003 (Amiel et al., 2003). Le gène 

responsable est localisé sur le chromosome 4 et code une protéine appartenant à la famille des 

facteurs de transcription à homéodomaine, essentielle à la régulation de la migration des 

cellules de la crête neurale et au développement du système nerveux végétatif central et 

périphérique, le gène PHOX2B (Pattyn et al., 1997, Pattyn et al., 1999, Amiel et al., 2003) 

Weese-Mayer, 2005 #6671}. La mutation est à transmission autosomique dominante et survient 

de novo dans la majorité des cas (Weese-Mayer et al., 2003). Ses natures différentes expliquent 

une partie de la variabilité de la présentation clinique de la maladie i.e. âge de début des signes 

ventilatoires, sévérité et pathologies associées. Le diagnostic repose depuis cette découverte sur 

l’identification d’une mutation du gène PHOX2B. δ’enquête génétique familiale est 
indispensable car si la mutation survient le plus souvent de novo, certaines mutations peuvent 

être héritées d’un parent asymptomatique qui n’exprime pas la maladie dans le cadre des formes 
tardives ou qui porte la mutation à l’état de mosaïque somatique (Weese-Mayer et al., 2010). 
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b. Des génotypes…. 
Le facteur de transcription PHOX2B se compose de 314 acides aminés contenant deux 

séries de répétitions de 9 et 20 résidus de polyalanine. Environ 90% des cas de CCHS sont 

hétérozygotes pour une mutation PARM allant de 4 à 13 résidus supplémentaires au niveau de 

la seconde série de répétitions de polyalanines qui en contient 20, les expansions pouvant donc 

aller de 24 à 33 polyalanines successives (Weese-Mayer et al., 2003, Amiel et al., 2003). 10% 

des cas de CCHS sont hétérozygotes pour une mutation non liée à une expansion polyalanine 

(NPARM pour non-PolyAlanine Repeat expansion Mutation) et sont dus à des mutations du 

cadre de lecture (78% des cas), faux-sens (16% des cas), non-sens (4% des cas), et faux sens 

avec une altération du codon stop (3%) (Amiel et al., 2009, Weese-Mayer et al., 2010). Une 

corrélation a été mise en évidence entre le génotype PHOX2B et le phénotype CCHS dans le 
sens où la longueur de l’expansion de polyalanine a été corrélée avec la gravité de la maladie 
(Weese-Mayer et al., 2003, Matera et al., 2004, Antic et al., 2006, Weese-Mayer et al., 2010). 

Ces multiples mutations du gène PHOX2B génèrent la formation de protéines aux structures 

quaternaires différentes. Ce changement de conformation pourrait entrainer soit la liaison 

défectueuse de PHOX2B sur les régions cibles des gènes dont il doit réguler l’expression soit 
une altération du recrutement des cofacteurs coopérant avec PHOX2B (Bachetti et al., 2005).  

 

c. ….Aux phénotypes de certains acteurs de la CCR 

Phox2b est principalement exprimé dans un ensemble de circuits neuronaux impliqués 

dans les régulations respiratoires, cardiovasculaires et digestives (Dauger et al., 2003). La 

grande majorité des neurones exprimant Phox2b sont dans les branches motrices efférentes et 

sensorielles afférentes de ces circuits. δ’altération de son expression entraine donc de lourdes 
conséquences cliniques. Nous ne détaillerons que les perturbations touchant certains acteurs de 

la CCR et pouvant donc expliquer son dysfonctionnement. 

 
Structures périphériques : La différenciation précoce du corps carotidien qui contient 

des cellules chémoréceptrices à l'O2 et au CO2 est dépendante de l’expression de Phox2b. En 

absence de son expression, le corps carotidien présente un défaut de maturation, puis dégénère 

et par conséquent est absent à la naissance (Dauger et al., 2003). δ’expression de Phox2b est 

également importante pour le développement du ganglion pétreux (Dauger et al., 2003, Trang 

et al., 2014) En effet, l’information nerveuse des cellules chémoréceptrices du corps carotidien 

parvient au noyau du tractus solitaire commissural et médian par les fibres afférentes du nerf 

crânien IX (glosso-pharyngien) dont les corps cellulaires sont localisés dans le ganglion pétreux 

(Biscoe et al., 1970, Biscoe, 1971, Berger, 1980, Eugenin et al., 1990, Timmers et al., 2003). 

La différentiation des afférences sensorielles glossopharyngées est sous le contrôle de Phox2B 

(Dauger et al., 2003). Enfin, l’expression de Phox2B est essentielle pour le développement du 

ganglion inférieur du nerf vague qui véhicule notamment l’activité des récepteurs broncho-
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pulmonaires sensibles à l’étirement. Ces différentes anomalies des structures périphériques 
chémosensibles pourraient mettre à mal la réponse ventilatoire à l’hypercapnie puisqu’une 
partie de la chémoréception au CO2/H+ est périphérique (Lahiri & DeLaney, 1975a), même s’il 
est vrai que la majeure partie est d’origine centrale.  

 
NTS : Phox2B est exprimé abondamment dans les neurones du NTS commissural et 

médian, structures relais où les informations issues des chémorécepteurs périphériques 

sensibles à l’O2 et au CO2 sont intégrées (Claps & Torrealba, 1988, Torrealba & Claps, 1988b, 

Finley & Katz, 1992) avant d’être transmises à d’autres structures du réseau respiratoire comme 

le RTN/pFRG (Takakura et al., 2006b). Des anomalies de développement des neurones du NTS 

pourraient empêcher la transmission d’informations périphériques et ainsi contribuer à réduire 
la réponse ventilatoire à des variations de la PO2 et de la PCO2 (Dauger et al., 2003, Stornetta 

et al., 2006). 

 
RTN/pFRG : Cette structure joue un rôle prépondérant dans la chémosensibilité au 

CO2/H+ (Onimaru & Homma, 2006, Onimaru et al., 2008). Des travaux ont montré que les 

neurones du RTN/pFRG identifiés comme étant activés par une élévation du CO2/H+ (Mulkey 

et al., 2004) exprimaient également Phox2B (Stornetta et al., 2006, Onimaru et al., 2008) et que 

ces neurones PHOX2B-positifs étaient uniformément activés par l’acidification et mis au 
silence par l’alcalinisation sur des tranches bulbaires de souris nouveau-née (Lazarenko et al., 

2009). Un modèle de souris conditionnelles pour lequel la mutation Phox2b27Ala vise 

spécifiquement le RTN (Ramanantsoa et al., 2011) a été développé et a permis de montrer que 

lorsque les neurones PHOX2B-positifs du RTN sont absents, ces souris présentent, jusqu’à 
l’âge de γ semaines, une absence de réponse respiratoire à l’hypercapnie confirmant le rôle 
essentiel des neurones PHOX2B-positifs dans la détection de la chémosensibilité au CO2 

(Ramanantsoa et al., 2011). En somme, des anomalies dans le développement de cette structure 

pourraient contribuer à réduire la chémosensibilité centrale et ainsi altérer la réponse 

ventilatoire à l’hypercapnie. 
 

LC : Cette structure est un élément important de la réponse respiratoire à l’hypercapnie 
puisque ses neurones sont considérés comme des chémorécepteurs centraux au CO2/H+ 

(Biancardi et al., 2008, de Carvalho et al., 2014). Les neurones du LC sont aussi une source 

majeure d’innervation noradrénergique dans le SNC (Viemari, 2008). Phox2B est impliqué 

dans la régulation de la transcription du gène Phox2A dont le produit est nécessaire au 

développement du LC (Tiveron et al., 1996, Flora et al., 2001). Une mutation de Phox2B a pour 

conséquence d’entrainer un défaut de développement du δC via la dérégulation de la 
transcription de Phox2A (Tiveron et al., 1996, Flora et al., 2001, Viemari et al., 2004a). Ainsi 

le dysfonctionnement de Phox2B via la dérégulation de la transcription de Phox2A a pour 

conséquence d’entrainer indirectement un défaut de développement du LC, une source majeure 
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de signalisation noradrénergique dans le SNC. De plus, une étude réalisée sur un modèle de 

souris mutantes inductibles, porteuses d’une mutation NPARM (Nobuta et al., 2015) montre 

que le déclenchement de la mutation au stade embryonnaire précoce (<E10,5) entraine un 

défaut de développement du δC et une létalité respiratoire périnatale, tandis que l’induction de 
la mutation à un stade plus avancé (E11,5) ne nuit ni au développement du LC ni à la survie 

périnatale. Ainsi, au même titre que pour les neurones du RTN, on peut imaginer que le défaut 

de développement de cette structure participe au phénotype respiratoire des patients CCHS. 

Phox2B est également exprimé et nécessaire au développement d’un autre centre 

noradrénergique, la région A5 (Viemari et al., 2004a, Onimaru et al., 2008). De fait, des études 

fonctionnelles ont montré que PHOX2B est un facteur de transcription nécessaire pour une 

expression correcte du gène codant la tyrosine hydroxylase et la dopamine-hydroxylase, 

enzymes impliquées dans la biosynthèse des catécholamines (Lo et al., 1999). Ces éléments 

soulignent le fait que Phox2B est important dans la mise en place et la régulation de la 

signalisation catécholaminergique. 

 
Dans le contexte respiratoire, il semblerait que les mutations du gène PHOX2B soient 

responsables d’un défaut de développement de structures impliquées dans la régulation de la 

CCR, essentiellement chémosensibles, à l’origine des phénotypes respiratoires des patients 

CCHS. 

d. …Aux phénotypes respiratoires des patients CCHS 

Comme dit précédemment, à l’âge adulte, chez les patients CCHS, la longueur de 

l’expansion de polyalanine est en corrélation avec la gravité de la maladie (Weese-Mayer et al., 

2003, Matera et al., 2004, Antic et al., 2006) et va donc déterminer le degré de dépendance à la 

ventilation mécanique. 

e. Génotype PARM  

Les adultes présentant une mutation PHOX2B 24Ala et PHOX2B 25Ala ont besoin 

uniquement d’une ventilation artificielle nocturne. δes patients porteurs d’une mutation 

PHOX2B 26Ala peuvent avoir besoin en plus d’une assistance ventilatoire à l’éveil et les patients 

porteurs de mutations PHOX2B 27Ala à PHOX2B 33Ala ont besoin d’un soutien ventilatoire en 
continu (Weese-Mayer et al., 2005, Antic et al., 2006, Repetto et al., 2009). 

f. Génotype NPARM 

δa plupart des patients qui présentent un génotype NPARε ont besoin d’un soutien 
ventilatoire en continu (Berry-Kravis et al., 2006). 

Nota bene : Le dysfonctionnement du système nerveux végétatif dû aux mutations de PHOX2B 

est diffus et peut toucher les fonctions digestive, cardiovasculaire et oculaire. On peut citer la 

maladie de Hirschsprung (ou aganglionose colique) (Trang et al., 2005), le reflux gastro-
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oesophagien (Faure et al., 2002), le dysfonctionnement du contrôle végétatif de la fréquence 

cardiaque et de la pression artérielle (Woo et al., 1992, Trang et al., 2003) et plus 

exceptionnellement une tumeur des crêtes neurales (neuroblastome, ganglioneurome, 

ganglioneuroblastome) (Trang et al., 2005). 

 Vers de nouveaux espoirs thérapeutiques…. 

Une meilleure compréhension de la physiopathologie des syndromes d’hypoventilation 
alvéolaire centrale est l’une des principales préoccupations des équipes médicales prenant en 

charge les patients, dans l’objectif d’une amélioration des traitements. À l’heure actuelle, la 
ventilation mécanique demeure le support de vie, que ce soit pour les patients OHS ou CCHS 

et même pour d’autres CHS non développés dans les paragraphes qui ont précédé. Au-delà de 

l’optimisation de ces dispositifs mécaniques, le Graal des chercheurs aujourd’hui est de trouver 
un traitement pharmacologique symptomatique voire curatif de l’hypoventilation alvéolaire 
centrale permettant le sevrage de la ventilation mécanique afin d’améliorer la qualité de vie des 
patients souffrant de CHS. εême si ce but idéal n’était pas atteint, une restauration de la 
chémosensibilité au CO2/H+ conduisant à un ressenti par le patient serait déjà intéressante car 

elle pourrait accroître la sécurité des patients en déclenchant, en cas de dégradation respiratoire 

majeure, une alarme interne lui permettant de réguler lui-même sa ventilation. La correction 

pharmacologique de ces pathologies requiert donc une connaissance des circuits neuronaux 

sous-jacents et des mécanismes de modulation de la CCR à un stimulus hypercapnique. 

δ’objectif de ce projet doctoral s’attache à déterminer les mécanismes d’action de molécules 
qui soit ont montré une efficacité sur le plan clinique ou sur le plan expérimental soit ont permis 

d’expliquer une partie de la physiopathologie des CHS ou encore ont éveillé un intérêt 

thérapeutique par leur implication dans la modulation de la CCR lors d’une hypercapnie. Nous 
présenterons brièvement l’origine de notre intérêt pour trois molécules (i.e. l’étonogestrel, le 
leptine, l’érythropoïétine) avant d’en faire un descriptif plus détaillé dans le prochain chapitre 

de ce manuscrit qui vise justement à en brosser un portrait. 

Nota bene : Le socle des hypothèses suggérant l’implication de ces trois molécules dans la 
modulation de la CCR au cours d’une hypercapnie sera présenté en détail dans la suite du 

manuscrit. 

1. L’étonogestrel 
Une observation clinique fortuite chez deux patientes Ondine a mis en évidence une 

récupération de la chémosensibilité au CO2/H+ après 18 mois d’exposition à un contraceptif 
oral, le désogestrel (Straus et al., 2010). En prenant en considération les effets stimulants connus 

de la progestérone sur la CCR (Behan et al., β00γ), l’hypothèse d’une implication centrale du 
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désogestrel dans cette récupération de la réponse ventilatoire au CO2/H+ a été émise (Straus et 

al., 2010). δ’étonogestrel, métabolite biologiquement actif du désogestrel, dérivé de la 

testostérone, semble ouvrir de nouvelles perspectives thérapeutiques pour le traitement des 

patients Ondine et peut-être plus généralement des hypoventilations alvéolaires d’origine 
centrale.  

2. L’érythropoïétine 

δ’érythropoïétine, bien connue pour son rôle d’hormone gouvernant le taux de 

production des érythrocytes (Reissmann, 1950), n’influence pas le système respiratoire 
seulement par son action sur la synthèse des globules rouges qui augmente le transport d’O2 

dans le sang. Il a été montré que l’érythropoïétine était impliquée dans les phénomènes de 

modulation de la CCR en réponse à l’hypoxie (Soliz et al., 2005, Voituron et al., 2014). Cette 

observation a mené à l’hypothèse de l’implication de cette hormone dans la modulation de la 

CCR en réponse à l’hypercapnie. 

3. La leptine 

Des données de la littérature démontrent que la leptine stimule la ventilation basale et 

augmente la réponse ventilatoire à l’hypercapnie en agissant sur la CCR (Bassi et al., 2016, 

O'Donnell et al., 1999). Chez la souris, les micro-injections de leptine dans des zones cérébrales 

spécifiques (Bassi et al., 2014, Bassi et al., 2016) sont associées à une ventilation pulmonaire 

augmentée et une activité accrue des muscles inspiratoires, suggérant que la leptine peut 

affecter la ventilation par une action directe sur les centres de contrôle respiratoire. Les résultats 

de ces travaux murins ont fait discuter du rôle de la leptine dans la dysrégulation de la 

commande respiratoire évoquée dans la physiopathologie du OHS chez l’Homme. Chez 

l’Homme, le déficit en leptine peut être associé à de l’hypoventilation (Montague et al., 1997, 

Lucaccioni et al., 2015). L’amélioration de la ventilation chez un patient atteint d’une 
déficience congénitale en leptine a été observée avant une perte de poids significative à la suite 

d’un traitement de leptine recombinante humaine (Lucaccioni et al., 2015). Cela suggère qu’une 
déficience en leptine peut avoir des effets centraux sur la régulation ventilatoire. Cependant, la 

déficience congénitale en leptine reste une maladie extrêmement rare et il s’avère que les taux 
de leptine sont le plus souvent augmentés dans l’obésité (Caro et al., 1996b) et plus encore dans 

le OHS (Phipps et al., 2002). En effet, le taux sérique de la leptine est anormalement augmenté 

chez les obèses OHS et proportionnel à l’adiposité de l’individu. δa production excessive de 
CO2 chez les sujets obèses est associée à une augmentation de la leptine sérique (Phipps et al., 

2002, Campo et al., 2007, Redolfi et al., 2007). Logiquement, cette augmentation pourrait 

expliquer l’absence d’hypercapnie chez la grande majorité des sujets sévèrement obèses non 

OHS, puisque la leptine, en jouant son rôle de stimulant respiratoire (O'Donnell et al., 2000), 

devrait compenser la forte production de CO2 par une augmentation de la ventilation. Malgré 
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un taux de leptine supérieur chez les patients OHS par rapport aux sujets obèses non OHS, il 

n’y a pas de compensation ventilatoire observée en réponse à une forte production de CO2 

suggérant une résistance centrale à la leptine, pouvant être responsable de la diminution des 

réponses ventilatoires (Atwood, 2005). La constatation de taux sériques de leptine plus élevés 

chez les sujets obèses OHS hypercapniques en comparaison aux sujets obèses non OHS 

normocapniques pour un niveau d’obésité identique (Phipps et al., 2002, Campo et al., 2007, 

Malli et al., 2010) peut être liée à une résistance à la leptine dont le mécanisme pourrait être un 

déficit de son transport à travers la barrière hémato-méningée (Caro et al., 1996a, Yee et al., 

2006). Selon ces éléments, une hypothèse actuellement posée est que l’hypoventilation serait 

la conséquence d’une résistance leptinergique centrale chez les patients OHS. La seconde 

hypothèse qui en découle est que la leptine est impliquée dans la modulation de la CCR en 

hypercapnie. 

 
Autant de molécules candidates relancent l’intérêt d’établir de nouveaux traitements 

pharmacologiques, perspective longtemps abandonnée et ainsi remise au goût du jour. Avant 

cela, il est nécessaire de comprendre comment ces molécules agissent en décortiquant leurs 

mécanismes d’action avant d’envisager de les utiliser en clinique et c’est l’objectif de ce 
doctorat.   
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 Les systèmes de neurotransmission 
susceptibles de potentialiser la réponse ventilatoire à 
l’hypercapnie 

Nous décrirons dans ce chapitre trois systèmes de neurotransmission susceptibles de 

potentialiser la réponse ventilatoire à l’hypercapnie. Ces systèmes se composent d’au moins 
une molécule d’intérêt (i.e. progestagènes, érythropoïétine et leptine) et de ses récepteurs. Nous 
nous proposons d’aborder chacune d’entre elles, ses récepteurs et mécanismes d’action, de 
dépeindre quelques-uns de ses principaux effets biologiques et de détailler spécifiquement ses 

effets sur la ventilation.  

Nous nous intéresserons essentiellement aux récepteurs exprimés au sein du SNC car, 

pouvant se situer sur les structures respiratoires centrales, ils pourraient être susceptibles 

d’intervenir dans les effets des différentes molécules étudiées sur la CCR et sa modulation afin 
d’influencer la réponse ventilatoire à l’hypercapnie. Au même titre, les récepteurs se trouvant 
en périphérie au niveau des chémorécepteurs peuvent être intéressants. 

Nota bene : Les progestagènes incluent la progestérone et ses métabolites ainsi que les 

progestatifs de synthèse 

 Le système progestéronergique 

1. La progestérone 

a. Description 

En 1929, Willard Myron Allen a co-découvert la progestérone avec son professeur 

d’anatomie George Washington Corner à la faculté de médecine de l’Université de Rochester 

(Allen & Corner, 1929a) (Allen & Corner, 1929b). Ils ont d’abord démontré son rôle 
physiologique à partir d’expériences sur des lapines privées de leurs deux ovaires à 18 heures 

de grossesse, en leur injectant des extraits de corps jaune préalablement isolés. Ils constatent 

que leurs embryons peuvent survivre et croître normalement et qu’une implantation normale 
peut se produire au niveau de l’utérus alors qu'en l'absence d’extraits de corps jaune, les 
embryons ne survivent jamais au-delà du quatrième jour de gestation. Il semble donc que les 

extraits du corps jaune contiennent une hormone spéciale qui a pour l'une de ses fonctions la 

préparation de l'utérus à l’implantation des embryons, en induisant une prolifération de 
l'endomètre. Ce n’est qu’en 1937 que Makepeace montre que cette hormone du corps jaune est 

capable de bloquer l’ovulation chez la lapine (Makepeace et al., 1937), propriété qui a d’ailleurs 
été mise à profit dans la contraception. En 1930, Allen nomme cette hormone « progestin », en 
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français progestatif (Allen, 1930). Elle tire son nom du latin progestare, « porter en avant », qui 

indique son implication dans le maintien et le développement de la gestation. Plus tard, le terme 

progestatif prendra le nom de « progestérone », sans doute pour éviter de la confondre avec 

d’autres progestatifs qui sous-entendent dès lors, progestatifs de synthèse. La progestérone est 

classée dans la famille des hormones stéroïdiennes sexuelles (Porcu et al., 2016). Les hormones 

stéroïdiennes appartiennent à la classe des lipides et sont caractérisées par une structure de base 

commune, c’est-à-dire, un complexe polycyclique de 17 atomes de carbone formant un système 

à quatre cycles communément appelé noyau stérane (Figure 27). Ce noyau est composé de trois 

cyclohexanes (désignés A, B et C), et d’un cyclopentane (désigné D). D'après le nombre 
d'atomes de carbone, les hormones stéroïdiennes sexuelles sont divisées en trois groupes : les 

progestagènes (e.g. progestérone) caractérisés par leurs 21 atomes de carbone, les androgènes 

(e.g. testostérone) qui en comptent 19 et les œstrogènes (e.g. oestradiol) qui en possèdent 18. 

Néanmoins, certains progestatifs de synthèse sont des dérivés de la testostérone.  

Figure 27 : Structure moléculaire de la progestérone (C21H30O2) 

δa progestérone est une molécule à β1 atomes de carbones, composée d’un cyclohexène (A), 
de β cyclohexanes (B et C) et d’un cyclopentane (D) formant un noyau stérane à 17 carbones 
(Schumacher et al., 2014). Elle porte un groupement cétone en C3, un groupement acétyle en 
C17, deux groupements méthyles en C10 et C13. Anne-Sophie Perrin-Terrin 

b. Biosynthèse périphérique et centrale 

δes hormones stéroïdiennes sexuelles sont synthétisées à partir d’un précurseur 
commun, le cholestérol. (Stoffel-Wagner, 2001). Ces hormones sont principalement 

synthétisées en périphérie, au niveau des gonades, des glandes surrénales et du placenta 

(Stoffel-Wagner, 2001, Guennoun et al., 2008) mais aussi au sein du SNC (Baulieu, 1991). La 

voie de biosynthèse est la même quel que soit l'organe, mais le type et la quantité de stéroïdes 

synthétisés et sécrétés dépend de l'expression des enzymes spécifiques à chacun de ces organes 

(Mellon & Griffin, 2002, Taraborrelli, 2015). La synthèse de progestérone résulte de deux 

étapes enzymatiques : premièrement la conversion du cholestérol en prégnénolone dans la 
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mitochondrie par le cytochrome P450scc, deuxièmement la conversion de la prégnénolone en 
progestérone par la 3-hydroxystéroïde déshydrogénase localisée soit dans la mitochondrie soit 

dans la membrane du réticulum endoplasmique en fonction du type cellulaire (Schumacher et 

al., 2007, Schumacher et al., 2014). Une fois synthétisée, elle est transportée dans le plasma de 

façon prédominante sous forme liée au cortisol-binding globulin ou sous forme libre 

(Taraborrelli, 2015). La fraction libre, qui ne représente qu’une faible part, est capable de passer 
la barrière hématoencéphalique (McEwen et al., 1990, McEwen et al., 1991). La progestérone 

a une demi-vie relativement courte dans le corps de seulement cinq minutes (Taraborrelli, 

2015). La présence de la progestérone au sein du SNC est à la fois dépendante de la 

stéroïdogenèse périphérique (Stoffel-Wagner, 2001, Guennoun et al., 2008) car une partie 

synthétisée sous forme libre dans le plasma franchit la barrière hématoencéphalique mais aussi 

indépendante de la stéroïdogenèse périphérique puisqu’elle est synthétisée directement au sein 

du SNC (Baulieu, 1991, Compagnone & Mellon, 2000). Les stéroïdes synthétisés de novo dans 

le SNC portent le nom de neurostéroïdes ou stéroïdes neuro-actifs afin de les différencier de 

ceux synthétisés au sein des glandes endocrines périphériques (Baulieu, 1991, Compagnone & 

Mellon, 2000). En effet, il a été constaté dans les années 1980 que des stéroïdes tels que la 

prégnénolone et la déhydroépiandrostérone étaient présents à des concentrations plus élevées 

dans les tissus du SNC que dans le plasma. De plus, ces stéroïdes demeuraient dans le SNC 

deux semaines après une gonadectomie ou une surrénalectomie, malgré le déficit constaté dans 

les tissus périphériques (Corpechot et al., 1981, Corpechot et al., 1983), suggérant soit qu’ils 
pouvaient soit être synthétisés de novo, soit pouvaient traverser la barrière hémato-encéphalique 

et s’accumuler au sein du SNC (Compagnone & Mellon, 2000). La présence des enzymes 

responsables de la stéroïdogenèse au sein du SNC et plus particulièrement au niveau des 

neurones et des cellules gliales (astrocytes et oligodendrocytes) a permis de confirmer 

l’hypothèse de la synthèse de novo (Mellon & Griffin, 2002). En effet, grâce à des dosages 

enzymatiques et des approches d’immunohistologie et de biologie moléculaire, une 

cartographie des enzymes stéroïdogéniques au sein de l’encéphale a pu être établie 
(Compagnone & Mellon, 2000). Plus particulièrement, le cytochrome P450scc est retrouvé au 

niveau du cortex cérébral, de l’hippocampe, de l’hypothalamus, du cervelet, de la moelle 
épinière et plus fortement exprimé au niveau du bulbe rachidien et du pont (Compagnone & 

Mellon, 2000). 

c. Principaux effets biologiques 

- Périphériques 

La progestérone joue un rôle central dans la reproduction en étant impliquée dans 

l'ovulation, la nidation et la gestation. A cela s'ajoute la régulation de la fonction utérine pendant 

le cycle menstruel (Graham & Clarke, 1997, Maha Al-Asmakh, 2007, Taraborrelli, 2015). Chez 

la femme, le cycle ovarien dure environ 28 jours. On distingue deux phases, la phase folliculaire 
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et la phase lutéale. La phase lutéale est caractérisée par la présence du corps jaune qui secrète 

de la progestérone (Mihm et al., 2011). Le corps jaune se développe puis dégénère en absence 

de fécondation. Si la fécondation a lieu, la progestérone est synthétisée en continu pendant la 

grossesse par le placenta (Mihm et al., 2011). Un préalable capital à l’action périphérique de la 
progestérone est l’existence d’une imprégnation œstrogénique, l’inverse n’étant pas vrai. Dans 
ces conditions, la progestérone va pouvoir exercer ses effets liés à son action propre. De plus, 

les œstrogènes sont capables d’induire la synthèse et l’expression des récepteurs de la 
progestérone. 

- Centraux  

Plusieurs rôles de la progestérone en tant que neurostéroïde au sein du SNC ont été 

décrits (Mellon & Griffin, 2002). La progestérone intervient alors au sein du SNC dans de 

multiples processus comme la régulation de la myélinisation, la neuroprotection, la 

neuroplasticité (Peterson et al., 2012, Baudry et al., 2013), l’humeur (Watson et al., 2012), la 

neuroinflammation (Giatti et al., 2012) et la croissance des axones et des dendrites 

(Compagnone & Mellon, 2000, Mellon & Griffin, 2002, Bali et al., 2012). Elle a aussi un effet 

hyperthermisant en élevant la température basale par une action sur l’hypothalamus. Ses actions 
peuvent être également médiées indirectement par ses métabolites. On retiendra que la 

progestérone aurait un effet neuroprotecteur notamment en favorisant la production de myéline 

(Thomas et al., 1999, Mellon & Griffin, 2002). Elle semble également affecter le 

comportement. En effet, l'augmentation post-natale des niveaux de cette hormone pourrait 

expliquer la réduction des comportements agressifs chez des souris allaitantes (Pinna et al., 

2008). Les neurostéroïdes modulent de manière bidirectionnelle l'excitabilité neuronale en 

agissant de manière allostérique sur des récepteurs GABAA et ainsi ils potentialisent ou 

modèrent l’effet du GABA sur les récepteurs GABAA (Majewska, 1992). La synthèse aberrante 

de neurostéroïdes peut contribuer à des défauts dans la neurotransmission, entraînant une 

variété de troubles neurologiques et affectifs (Majewska, 1992). Ainsi, le métabolite neuro-actif 

de la progestérone, l'alloprégnanolone, a la capacité de provoquer une augmentation de 

l'inhibition médiée par le GABAA des neurones sérotoninergiques du raphé dorsal (Kaura et al., 

2007) et des neurones cultivés de l’hippocampe (Majewska et al., 1986) en potentialisant les 

actions inhibitrices du GABA sur le récepteur GABAA. Ces effets observés de 

l’alloprégnanolone pourraient expliquer certains troubles de l'humeur généralement associés 
aux pics de progestérone, tels que le trouble dysphorique prémenstruel et la dépression post-

natale (Kaura et al., 2007) mais aussi les actions sédatives, anesthésiques et hypnotiques de la 

progestérone (Majewska et al., 1986). Cela pourrait avoir un intérêt dans le traitement de 

l'épilepsie, de l'insomnie et de l’anxiété (Melcangi et al., 2014).  
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2. Les progestatifs de synthèse  

A la suite de la découverte de la progestérone, son obtention à l’état cristallisé devient 

l’objectif des chimistes dans les années 19γ0 (Hirvonen, 1996) afin notamment de développer 

un contraceptif oral. En 1933, Allen isola l'hormone pure. Il raconta plus tard en 1974, 

témoignage de sa participation majeure à l’endocrinologie, la découverte et l'isolement de la 
progestérone dans un livre intitulé Recollections of my Life with Progesterone (Allen, 1974). 
En 19γ4, Butenandt réussit à synthétiser la progestérone en traitant six cents kilos d'ovaires de 
truies, soit 50 000 animaux, dont il a extrait 12 mg de progestérone cristallisée. En 1944, 

Bickenbach et Paulikovics parviennent à bloquer l’ovulation en injectant quotidiennement à 

une femme une dose de 20 mg de progestérone (Pletzer & Kerschbaum, 2014). δ’administration 
de la progestérone par voie orale n’est alors pas possible du fait de la faible activité de la 
progestérone lorsqu’elle est administrée ainsi. 

Afin de pallier aux faibles efficacités et biodisponibilités de la progestérone, l’équipe de 
Carl Djerassi réussit au début des années 1950 (Pletzer & Kerschbaum, 2014) la synthèse de 

noréthistérone, la première molécule progestative active par voie orale. Depuis, un très grand 

nombre de progestatifs a été développé afin d’augmenter l’efficacité et de minimiser les effets 
secondaires associés à la prise de ces molécules. 

a. Description 

Les progestatifs désignent les progestatifs de synthèse qui en étant capables de se lier 

aux mêmes récepteurs que la progestérone, unique progestatif endogène, reproduisent ses effets 

biologiques (Schindler et al., 2003, Sitruk-Ware, 2004b). Dans le plasma, ces progestatifs se 

retrouvent principalement sous forme liée à la protéine de liaison des hormones sexuelles ou au 

sérum albumine avec plus ou moins d’affinité suivant le progestatif. Cependant, une faible 
proportion se retrouve sous forme libre.  

Les progestatifs de synthèse sont dérivés soit de la progestérone soit de la testostérone 

(Figure 28). Ils se différencient de ces deux hormones par plusieurs modifications chimiques 

(Schindler et al., 2003, Sitruk-Ware, 2004b, Benagiano et al., 2004). Ils sont classés par 

génération, c’est à dire en fonction de leur date d’apparition sur le marché. A ce jour nous 
pouvons dénombrer quatre générations (Sitruk-Ware, 2004a, Louw-du Toit et al., 2016). Dans 

le cas des dérivés de la progestérone, il s’agit soit de dérivés de la 17-hydroxyprogestérone soit 

de dérivés de la 19-norprogestérone, ce sont respectivement les groupes pregnanes et 

norpregnanes (Figure 28). Ils forment les progestatifs de quatrième génération. Parmi ces 

progestatifs de quatrième génération, on trouve également la drospirénone et le diénogest. La 

drospirénone est un dérivé de la spironolactone et le diénogest est un progestatif « hybride » 

possédant les propriétés des progestatifs dérivés de la testostérone et ceux de la progestérone. 

Dans le cas des dérivés de la testostérone, il s’agit de dérivés de la 19-nortestostérone, ce sont 

des groupes estranes et des gonanes (Figure 28). Les progestatifs les plus couramment utilisés 

en clinique sont les dérivés de la testostérone. Parmi les dérivés de la 19-nortestostérone, on 
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trouve les progestatifs dits de première génération, tel que le noréthistérone qui est également 

le premier progestatif synthétisé. Les progestatifs dits de deuxième génération sont composés 

de deux catégories de progestatifs, les estranes ainsi que les gonanes. Les progestatifs dits de 

troisième génération sont dérivés des progestatifs dits de deuxième génération et sont composés 

entre autres, du désogestrel.  

 

Figure 28 : Classes et générations de progestatifs 
Les progestatifs sont classés en 2 familles : les dérivés de la progestérone (Pregnane et 
Norpregnane) et les dérivés de la testostérone (Estrane et Gonane). Les dérivés de la 
testostérone dits « norstéroïdes » et les dérivés de la progestérone sont décrits par génération 
(Schindler et al., 2003). Parmi ces progestatifs, le désogestrel est la molécule qui nous intéresse 
particulièrement. Anne-Sophie Perrin-Terrin 

b. Un progestatif particulier, le désogestrel 

Le métabolite biologiquement actif formé in vivo du désogestrel est le 3-kéto-

désogestrel ou étonogestrel (Figure 29). Sa biodisponibilité orale est de 76% (Schindler et al., 

2003, Sitruk-Ware, 2004b). Le pic de concentration plasmatique est atteint en 2 heures. On le 

retrouve majoritairement sous forme liée (76% à la sérum albumine, 32% à la protéine de liaison 

des hormones sexuelles) et les 2% restants sont libres dans le plasma. En tant que membre des 

progestatifs de troisième générations, le désogestrel présente une plus grande affinité pour les 

récepteurs de la progestérone que ces prédécesseurs, une plus faible affinité pour les récepteurs 

des androgènes et donc une plus grande spécificité d'action (Benagiano et al., 2004). Il possède 

donc une forte activité progestéronergique, une activité androgénique moindre et pas d’activité 
œstrogénique (Verhoeven et al., 1998, Timmer et al., 1999, Grandi et al., 2014). Le désogestrel 

est utilisé comme contraceptif administré oralement sous forme de pilule. C’est la molécule 
d’intérêt d’une partie de ce travail doctoral.  
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Nota bene : Lors de nos expérimentations, nous avons utilisé le désogestrel sous sa forme 

biologiquement active, l’étonogestrel. En effet, une partie de nos expérimentations s’est 
effectuée sur des préparations de SNC isolé, donc en absence de foie, où normalement le 

désogestrel est converti en étonogestrel. Les expérimentations sur des animaux in vivo qui par 

essence contiennent un foie ont elles aussi été réalisées avec de l’étonogestrel afin de limiter 
un biais expérimental et d’homogénéiser les résultats.  

Figure 29 : Structure moléculaire du désogestrel et de l’étonogestrel 
Le désogestrel est une pro-drogue métabolisée en 3-keto-desogestrel ou étonogestrel, son 
principal métabolite biologiquement actif formé in vivo (Verhoeven et al., 1998, Timmer et al., 
1999). Anne-Sophie Perrin-Terrin 

c. Les effets biologiques des progestatifs 

Les actions biologiques des progestatifs sont semblables à ceux de la progestérone et 

sont principalement déterminées comme cette dernière par leurs interactions avec différents 

récepteurs cibles, leur pharmacocinétique, leur biodisponibilité et par la régulation de la 

biosynthèse des hormones stéroïdiennes endogènes (Benagiano et al., 2004, Wiegratz & Kuhl, 

2004, Louw-du Toit et al., 2016). C’est aussi ce qui leur confère des effets indésirables 
variables. Ainsi, ils possèdent de manière fluctuante une activité progestative, anti-

gonadotropique, anti-œstrogénique, androgénique ou anti-androgénique au niveau périphérique 

mais aussi des activités au niveau du SNC. Il s’avère que la progestérone et les progestatifs sont 
aussi impliqués dans le contrôle de la ventilation. Nous le détaillerons dans un paragraphe dédié 

à la description de ce rôle. 

3. Les récepteurs cibles des progestagènes  

La progestérone et les différents progestatifs agissent par le biais de récepteurs 

constituant leurs tissus cibles. De fait, leurs effets biologiques précités résultent de leurs 

interactions avec des récepteurs nucléaires stéroïdiens à actions génomiques et des récepteurs 

membranaires, spécifiques ou non, à actions non génomiques (Figure 30). 



Chapitre 4: Les systèmes de neurotransmission susceptibles de potentialiser la réponse ventilatoire à 
l’hypercapnie 

– Le système progestéronergique  

– 86 – 

Figure 30 : Modes d'action génomique et non génomique des progestagènes 
Représentation des récepteurs ciblés par les progestagènes au niveau d’une cellule du SNC. Le 
côté gauche montre les récepteurs nucléaires stéroïdiens spécifiques ou non de la progestérone 
qui interviennent dans les effets génomiques des progestagènes. La protéine est représentée 
avec ses différents domaines : domaine N-terminal (NTD), domaine de fixation à l’ADN 
(DBD), séquence de localisation nucléaire (NLS), domaine de fixation du ligand (LBD). La 
partie droite montre les récepteurs membranaires spécifiques de la progestérone ou appartenant 
à d'autres systèmes de neurotransmissions qui sont les cibles de progestagènes.  Pour les 
récepteurs membranaires, on peut distinguer les récepteurs métabotropes et les récepteurs 
ionotropes soit pentamériques soit tétramériques. Le ligand progestagène (P) est représenté par 
un cercle bleu. Les récepteurs spécifiques de la progestérone sont colorés en gris clair et les 
récepteurs non spécifiques en gris plus foncé. Anne-Sophie Perrin-Terrin 

a. Les récepteurs nucléaires stéroïdiens des progestagènes 

- Description 

Les récepteurs nucléaires spécifiques à la progestérone (nPRs) appartiennent à la famille 

des récepteurs aux stéroïdes et fonctionnent comme des facteurs de transcription inductibles par 

un ligand, ici la progestérone et les progestatifs (Brinton et al., 2008). En effet, ils sont capables 

de moduler l’expression de gènes cibles en ayant une séquence PRE (Progesterone Responsive 
Element) au niveau de leur promoteur (Figure 30) (Brinton et al., 2008). Plusieurs isoformes 

du récepteur nucléaire à la progestérone ont été décrites chez le rat, dont les plus courantes sont 
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l’isoforme A (noté PR-A ; 80kDa) et l’isoforme B (noté PR-B ; 120kDa). Elles sont toutes deux 

issues de l’expression d’un seul gène de 8 exons localisé sur le chromosome 11. δe nPR est 
composé d’une région N-terminale variable (codée par l’exon 1), un domaine conservé de 
liaison à l’ADN (codé par les exons β et γ), une région charnière variable (codée par une partie 
de l’exon 4) et un domaine de liaison au ligand conservé (codé par les exons 4 à 8) (Conneely 

et al., 1987, Brinton et al., 2008). Le PR-A possède une extrémité N-terminale tronquée de 164 

acides aminés par rapport au PR-B (Conneely et al., 1987, Wen et al., 1994). Il existe d’autres 
isoformes de ces récepteurs dues à des variantes d’épissage avec par exemple des sauts d’exons 
qui peuvent être générés par omission de l’exon 1 (PR-C ; 60kDa) ou des exons 1 à 3 (PR-S et 

PR-T) (Hirata et al., 2002, Hirata et al., 2003). La proportion tissulaire relative des différentes 

isoformes de nRP varie en fonction du tissu cible et de la situation physiologique (Bethea & 

Widmann, 1998). En effet, l’expression des nRPs dans l’encéphale varie notamment en fonction 
des fluctuations hormonales au cours du cycle ovarien, de l’âge, du sexe et de la localisation 
encéphalique (Bethea & Widmann, 1998, Guerra-Araiza et al., 2000, Camacho-Arroyo et al., 

2007, Thornton et al., 1989, Lauber et al., 1991).  

Nota bene : Les nPRs ne sont pas les seuls récepteurs nucléaires pouvant interagir avec la 

progestérone, ses dérivés ou avec les progestatifs de synthèse. Les récepteurs nucléaires 

appartenant à d’autres stéroïdes actifs ou neurostéroïdes sont également concernés, comme les 
récepteurs aux glucocorticoïdes et aux minéralocorticoïdes (Schindler et al., 2003). 

- Mécanisme d’action 

En l’absence de progestagènes, les nPRs sont complexés à la membrane des cellules à 
des protéines chaperonnes HSP90, HSP70 et HSP40 (Pratt, 1998, Pratt & Toft, 2003). La liaison 

d’un progestagène au nPR entraine des changements conformationnels qui induisent la 
dissociation de ces protéines chaperonnes. Dans le cytoplasme de la cellule, le complexe ligand-

récepteur se dimérise avant d’être transloqué dans le noyau où il va alors interagir avec les 
séquences PRE des gènes dont il va réguler la transcription (Edwards et al., 1991, Leonhardt et 

al., 2003).  

- Localisation 

Au sein du SNC, les nPRs sont retrouvés au niveau de structures du tronc cérébral 

incluses dans le réseau respiratoire comme la VLM (Kastrup et al., 1999) et le noyau 

parabrachial (Kastrup et al., 1999). Ils sont aussi également exprimés dans d’autres structures 
centrales du réseau neuronal respiratoire. Au niveau du tronc cérébral, ils sont retrouvés dans 

le NTS (Haywood et al., 1999), le 12N (Kastrup et al., 1999, Behan & Thomas, 2005) et le LC 

(Helena et al., 2009). Au niveau du diencéphale dans la zone pré-optique, l’aire ventro-latérale 

(Lauber et al., 1991, Furuta et al., 2010), le noyau arqué, l’hypothalamus notamment le noyau 

dorso-médian, paraventriculaire, arqué ainsi que l’aire ventro-médiane (Lauber et al., 1991, 
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Kato et al., 1994, Guerra-Araiza et al., 2001), au niveau du télencéphale dans l’hippocampe, le 

cortex frontal et enfin dans le cervelet (Kato et al., 1994, Guerra-Araiza et al., 2001). 

De même, ils sont exprimés au niveau de structures périphériques connues pour adapter 

la CCR à une situation physiologique (e.g. hypercapnie, hypoxie) ou environnementale (e.g. 

altitude), les chémorécepteurs périphériques. A ce jour, peu d’études se sont focalisées sur 

l’impact des hormones sexuelles stéroïdiennes sur les chémorécepteurs périphériques. Hannhart 
et ses collaborateurs ont rapporté que l’activité du nerf carotidien augmentait après une 
élévation chronique de progestérone et d’œstrogène chez le chat, suggérant que le corps 

carotidien était sensible aux hormones sexuelles circulantes et que son activité pouvait être 

modulée par ces deux stéroïdes (Hannhart et al., 1989, Hannhart et al., 1990). Chez le rat adulte 

et nouveau-né, la présence de récepteurs nPR localisés au niveau des cellules chémosensibles 

du corps carotidien a été mise en évidence par immunohistochimie et western blot (Joseph et 

al., 2006). Dans cette même étude il a également été mis en évidence la présence de P450scc, 
la première enzyme impliquée dans la première étape de la synthèse des stéroïdes, qui convertit 
le cholestérol en pregnénolone. δ’isoforme PR-A semble être prédominante par rapport 

l’isoforme PR-C (Joseph et al., 2006). 

b. Les récepteurs membranaires spécifiques des progestagènes 

Les progestagènes exercent également des effets à court terme qui sont souvent non 

génomiques. De fait, des études ont montré que la progestérone est capable d’initier l’activation 

de voies de signalisation intracellulaire entraînant des modifications des flux d'ions et des 

concentrations en Ca2+ intracellulaire en quelques secondes (Blackmore et al., 1991) ainsi que 

le recrutement d’autres seconds messagers en quelques minutes (Liu & Patino, 1993, Filardo et 

al., 2000). Or les effets médiés par des mécanismes génomiques, impliquant la transcription 

d’ARNm et la traduction de protéines, surviennent assez lentement, allant de l’heure à quelques 
jours. Une étude a notamment montré que l'induction de la maturation des ovocytes médiée par 

des récepteurs membranaires à la progestérone était imputable à un mécanisme non génomique 

dans la mesure où il n'a pas été bloqué par l’ajout d’inhibiteurs de la transcription et de la 
traduction (DeManno & Goetz, 1987, Thomas et al., 2002). Cependant, il ne faut pas exclure 

que les récepteurs membranaires de la progestérone peuvent, une fois activés par un ligand 

progestagène, enclencher des voies de signalisation comme celle des MAPkinases (Pace & 

Thomas, 2005), qui in fine entrainent des modifications de la transcription de gènes (Karteris 

et al., 2006). 

Ces effets principalement non génomiques s’exercent à travers l’activation de récepteurs 
de la famille des récepteurs adipoQ (PAQR pour Progestin and AdipoQ Receptors), également 

nommés récepteurs membranaires à la progestérone (mPRs) (Thomas, 2008, Kelder et al., 

2010, Thomas & Pang, 2012) ou via le PGRMC1 (Progesterone receptor membrane component 

1), premier récepteur membranaire à la progestérone découvert en 1996 (Figure 30, page 86) 

(Falkenstein et al., 1996, Meyer et al., 1996). 
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mPR 

- Description 

Ce sont des récepteurs à sept domaines transmembranaires comptant 11 membres et 

pouvant être divisés en trois classes en fonction de leur structure et leur caractéristique de 

liaison au ligand (Tang et al., 2005). Seuls les mPRs de classe 2 sont sensibles à la progestérone 

(Smith et al., 2008). Cette classe comporte cinq membres uniquement présents chez les 

vertébrés, comprenant les PAQR7 (ou mPRα) (Zhu et al., 2003b), PAQR8 (ou mPR ), PAQR5 

(ou mPR ) (Zhu et al., 2003a), PAQR6 (ou mPR ) et les PAQR9 (ou mPR ) (Smith et al., 2008, 

Pang et al., 2013). Ces récepteurs présents chez l’Homme sont hautement conservés chez le 

rongeur (Zhu et al., 2003a, Liu & Arbogast, 2009). Ils sont considérés comme des récepteurs 

couplés aux protéines G (Figure 30, page 86) (Thomas & Pang, 2012). Parmi ces récepteurs, 

mPRα, mPR  et mPR  sont couplés à une protéine G inhibitrice (Gi) (Zhu et al., 2003a, Karteris 

et al., 2006), alors que mPR  et mPR  sont couplés à une protéine G stimulatrice (Gs) (Pang et 

al., 2013). δes récepteurs mPR  et mPR  semblent présenter une affinité plus grande à la 
progestérone que les récepteurs mPRα, mPR  et mPR  (Pang et al., 2013, Petersen et al., 2013). 

- Mécanisme d’action 

δa liaison d’un progestagène à un mPR provoque l’activation des protéines G 
spécifiques qui à leur tour activent (Gs) ou inhibent (Gi) l’adénylate cyclase, enzyme qui 
catalyse la réaction de formation de l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc), second 

messager intracellulaire produit à partir d'ATP (Karteris et al., 2006, Thomas & Pang, 2012). 

Ainsi, l’activation des récepteurs couplés à une protéine Gs augmente l’accumulation cellulaire 
de l’AεPc alors que ceux couplés à une protéine Gi la diminuent (Pang et al., 2013). Cet AMPc 

est l'activateur de la protéine kinase A qui est capable de phosphoryler, et ainsi de moduler 

l'activité de nombreux substrats protéiques.  

- Localisation 

Différentes études ont observé la distribution des protéines et des ARNm codant les 

différentes isoformes au sein du SNC (Zuloaga et al., 2012, Meffre et al., 2013, Pang et al., 

2013). δes récepteurs mPRα, mPR  et mPR  sont exprimés préférentiellement dans les 
neurones et non dans les oligodendrocytes ou les astrocytes (Meffre et al., 2013). Ils sont 

présents dans différentes régions de l’encéphale comme l’hypothalamus, le tronc cérébral, le 
cortex cérébral, l’hippocampe, le cervelet ou encore la moelle épinière (Labombarda et al., 

2010, Zuloaga et al., 2012, Meffre et al., 2013, Pang et al., 2013), à des niveaux équivalents 

entre mâles et femelles (Meffre et al., 2013). δ’analyse d’extraits de tissus humains et de 
poissons par northern blot et RT-PCR a mis en évidence une co-localisation de mPRα et mPR  
au sein du SNC, contrairement au mPR  qui semble plus fortement exprimé au niveau du 
poumon, du foie, des reins et des trompes de Fallope (Zhu et al., 2003a, Nutu et al., 2007). 
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Certaines des structures où ces récepteurs sont exprimés sont impliquées dans le contrôle de la 

respiration. On a notamment montré la présence des récepteurs mPR  dans la région dorsale du 
tronc cérébral, en particulier au niveau du NTS et du 12N (Boukari et al., 2015, Boukari et al., 

2016). δes récepteurs mPR  et mPR  semblent être les isoformes les plus présentes dans 

l’encéphale (Pang et al., 2013). mPR  semble être le seul membre des mPR spécifique à 
l’encéphale où il est l'isoforme la plus représentée. On le retrouve dans le cervelet, 

l'hypothalamus, l'amygdale, l’hippocampe, le noyau accumbens, le bulbe olfactif, le pont, le 

corps calleux, ou encore la moelle épinière (Pang et al., 2013). δe récepteur mPR  est lui 
abondant dans la glande hypophyse et l'hypothalamus (Pang et al., 2013). 

PGRMC1 

- Description 

En 1996, le PGRMC1 (Progesterone receptor membrane component 1) est le premier 

récepteur membranaire à la progestérone (Figure 30, page 86), distinct des isoformes mPRs, 

qui a été isolé et cloné à partir de foie de porc (Falkenstein et al., 1996, Meyer et al., 1996). Par 

la suite, des protéines homologues ont été clonées dans d’autres espèces de vertébrés par 
plusieurs équipes de recherche qui lui ont donné différents noms. Le terme le plus couramment 

utilisé est PGRMC1 (Losel et al., 2004, Peluso et al., 2006) notamment lorsqu’il est décrit dans 
l’encéphale et la moelle épinière. PGRεC1 est une protéine de β5 kDa conservée chez les 
vertébrés qui contient un court domaine N-terminal extracellulaire, un seul domaine 

transmembranaire, et un domaine C-terminal cytoplasmique caractérisé par la présence d’un 
motif cytochrome b5 (Meyer et al., 1996, Min et al., 2004, Cahill, 2007, Petersen et al., 2013). 

Ce récepteur a la propriété d’interagir avec des stéroïdes (Falkenstein et al., 1996). Ainsi il a 

été mis en évidence une forte affinité de ce récepteur pour la progestérone, une affinité modérée 

pour la testostérone, une faible affinité pour la corticostérone et le cortisol et aucune affinité 

pour l’œstradiol et l’aldostérone (Falkenstein et al., 1996).  

- Mécanisme d’action 

La liaison de la progestérone à PGRMC1 est sélective, réversible et rapide (Falkenstein 

et al., 1996, Meyer et al., 1996). Certaines données suggèrent que PGRMC1 pourrait également 

agir comme une protéine adaptatrice, en liant et en permettant le transport de mPRα jusqu’à la 
surface cellulaire, où PGRεC1 et mPRα constitueraient alors les composants d'un complexe 
de protéines agissant comme récepteur à la progestérone (Thomas et al., 2014).  

- Localisation 

Des techniques d’immunohistochimie ont permis de mettre en évidence la présence de 
PGRεC1 au niveau du tronc cérébral, de l’hypothalamus, du cortex cérébral ou encore du 

cervelet (Meffre et al., 2005, Guennoun et al., 2008, Intlekofer & Petersen, 2011, Petersen et 

al., 2013, Guennoun et al., 2015). Notamment, PGRεC1 est exprimé au sein d’une structure 
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connue pour être impliquée dans la genèse du rythme respiratoire, le préBötC (Tan et al., 2012) 

ainsi que des structures centrales connues pour moduler ce rythme comme le NTS, la PAG dans 

le mésencéphale, et l’hypothalamus caudal (Intlekofer & Petersen, 2011, Tan et al., 2012).  

c. Les récepteurs membranaires non spécifiques des progestagènes 

Il existe d’autres récepteurs membranaires susceptibles d’avoir pour ligand les 
neurostéroïdes au sein du SNC, notamment le récepteur GABAA et le récepteur NMDA (Figure 

30, page 86). Ces récepteurs sont des canaux ioniques activés par des ligands aussi appelés 

récepteurs ionotropiques ou récepteurs-canaux ligand-dépendants (LGIC pour ligand-gated ion 

channels). Ce sont des protéines transmembranaires organisées autour d'un pore central qui 

permet un flux régulier d'ions à travers la membrane plasmique en réponse à la liaison d'un 

messager chimique. Ces récepteurs jouent un rôle central dans la transmission synaptique rapide 

au sein du SNC. Ils traduisent les messages chimiques en réponses électriques, assurant ainsi la 

transmission de l'information d'un neurone à l'autre. Leur rôle dans la communication neuronale 

est lié à leur capacité à répondre très rapidement à la libération transitoire pré-synaptique de 

neurotransmetteurs qui activent alors les récepteurs canaux post-synaptiques (Smart & Paoletti, 

2012). De cette activation naît un signal électrique rapide appelé potentiel post-synaptique 

excitateur (PPSE) ou inhibiteur (PPSI). Cette conversion rapide de l'énergie chimique en 

énergie mécanique d'activation est essentielle à la neurotransmission au sein du SNC. Ces deux 

récepteurs-canaux sont constitués de multiples sous-unités qui s'assemblent pour former un 

récepteur entier fonctionnel. De nombreuses combinaisons entre ces sous-unités sont possibles, 

ce qui explique leur diversité et leurs propriétés fonctionnelles distinctes. 

Le récepteur GABAA 

- Description 

Les récepteurs GABAA sont des récepteurs-canaux pentamériques. Ils sont nommés 

aussi récepteurs "cys-loop" en raison d’une boucle de treize acides-aminés entre deux cystéines 

liées par un pont disulfure au niveau de leur domaine extracellulaire de liaison au ligand (Miller 

& Smart, 2010). Cette boucle est essentielle à la communication entre les sites de liaison des 

ligands et le canal ionique membranaire. Ce sont des hétéro-pentamères formés de 5 sous-unités 

formant un canal préférentiellement perméable aux ions chlorures (Connolly & Wafford, 2004) 

qui peut être ouvert ou fermé. On dénombre aujourd’hui 19 sous-unités regroupées, en fonction 

des homologies de séquence, en sous-famille α1-6, 1-γ, 1-γ, , , π, θ et ρ1-3 (Barnard et al., 

1998, Sarto-Jackson & Sieghart, 2008). La majorité des récepteurs GABAA comprennent les 

sous-unités α,  et  avec une stœchiométrie de 2:2 :1 (Belelli et al., 2002). Bien que différentes, 

ces sous-unités du récepteur GABAA partagent une structure commune i.e. un grand domaine 

extracellulaire, quatre domaines transmembranaires hautement conservés et un domaine 

intracellulaire. Cette grande diversité de sous-unités se co-assemble pour générer l’expression 
de 20 à 30 isoformes distinctes du récepteur GABAA dans le SNC, avec un profil d’expression, 
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des propriétés biophysiques et pharmacologiques et une distribution distincte, témoignant ainsi 

de la complexité et de la multiplicité des mécanismes inhérents à ce récepteur et la diversité de 

ses effets biologiques (Wisden et al., 1992, Connolly et al., 1996, Pirker et al., 2000, Sieghart 

& Sperk, 2002, Waldvogel & Faull, 2015).  

- Mécanismes d’action 

δe site de liaison de l’acide -aminobutyrique (GABA), son principal ligand, est situé à 

l’interface entre les sous-unités α et  (Connolly & Wafford, 2004, Sieghart et al., 2012). Le 

GABA est synthétisé dans l’encéphale à partir du glutamate via l’action de l’acide glutamique 
décarboxylase, enzyme qui catalyse la décarboxylation du glutamate permettant de former le 

GABA (Erlander et al., 1991). Les effets du GABA sont médiés par deux classes de récepteurs 

GABA i.e. des récepteurs métabotropiques, GABAB et des canaux ioniques perméables aux 

ions chlorures, GABAc et celui qui nous intéresse GABAA (Benarroch, 2012, Comenencia-

Ortiz et al., 2014). La liaison du ligand entraine un changement conformationnel de GABAA 

permettant ainsi une entrée ou une sortie d’ions Cl- en fonction du gradient électrochimique de 

cet ion. Le gradient électrochimique de Cl- est généré et maintenu principalement par deux co-

transporteurs, NKCC1 (fait entrer dans la cellule deux ions Cl-, un ion Na+ et un ion K+) et 

KCC2 (fait sortir de la cellule un ion Cl- en même temps qu’un ion K+) (Ben-Ari et al., 2012, 

Braat & Kooy, 2015). δe niveau relatif d’expression de ces deux co-transporteurs diffère selon 

l’état de maturité du SNC. Pendant les étapes précoces du développement, contrairement à 

KCCβ, NKCC1 est fortement exprimé et est alors responsable d’une concentration 
intracellulaire élevée en Cl-. δe gradient électrochimique allant dans le sens d’une sortie de Cl-, 

les récepteurs GABAA sont principalement dépolarisants. Avec le développement, le niveau 

d’expression entre NKCC1 et KCCβ s’inverse, reversant ainsi le gradient électrochimique de 

Cl-. δe gradient électrochimique allant dans le sens d’une entrée de Cl-, les récepteurs GABAA 

sont hyperpolarisants (Ben-Ari et al., 2012). Ainsi, ils sont responsables d’une proportion 
importante des inhibitions synaptiques rapides du SNC.  

En plus du site de fixation au GABA localisé à l’interface des sous-unités α et  
(Sieghart et al., 2012), ce complexe macromoléculaire GABAA comporte des sites de fixation 

à une variété de molécules thérapeutiques comme les benzodiazépines, les barbituriques, les 

anesthésiques généraux, certains anti-convulsionnants et quelques stéroïdes comme 

l’alloprégnanolone, métabolite de la progestérone (Frolund et al., 2002, Whiting, 2003, Braat 

& Kooy, 2015, Knoflach et al., 2016). En effet, une particularité du récepteur GABAA est qu’il 
peut être modulé allostériquement par ces molécules qui accentuent ou diminuent l’effet du 
GABA sur le récepteur GABAA mais sont sans effet en absence de GABA (Figure 31). 
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Modulations allostériques des neurostéroïdes sur les récepteurs GABAA 

Les sites de fixation des neurostéroïdes leur permettant de moduler allostériquement le 

récepteur GABAA sont localisés au niveau du domaine transmembranaire hautement conservé 

de la sous-unité α (Hosie et al., 2006). Les neurostéroïdes sont des modulateurs allostériques 

positifs ou négatifs, au sens où ils accentuent ou diminuent l’effet de GABA sur GABAA 

respectivement (Figure 31) (Harrison & Simmonds, 1984, Lambert et al., 1995, Lambert et al., 

2001, Belelli et al., 2002). 

Figure 31 : Mode de liaison et effets des modulateurs allostériques sur les récepteurs 
GABAA et NMDA 
Les sites de liaison des ligands et des modulateurs allostériques sur les récepteurs GABAA et 
NMDA sont distincts. Les modulateurs allostériques peuvent être positifs (PAM) ou négatifs 
(NAε) lorsqu’ils accentuent ou diminuent respectivement l’effet du ligand sur le récepteur. 
PAM: modulateur allostérique positif; NAM: modulateur allostérique négatif. Anne-Sophie 

Perrin-Terrin 

La littérature a décrit des modulateurs positifs comme la pregnenolone ou 

l’allopregnenolone (Figure 32) (Majewska et al., 1986, Ren & Greer, 2006a). Ces derniers ne 

modifieraient pas la conductance du canal mais prolongeraient son temps d’ouverture 

(Callachan et al., 1987, Cottrell et al., 1987). Il semblerait que le stradiolsmécanisme de la 

potentialisation exercé par les neurostéroïdes en tant que modulateur positif sur les récepteurs 

GABAA fasse intervenir à la fois une augmentation de la fréquence et la durée d’ouverture des 
canaux (Figure 33) (Macdonald & Olsen, 1994, Carver & Reddy, 2013).  
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Figure 32 : Effet de l’alloprégnanolone sur la fréquence respiratoire de préparations ex 

vivo de tronc cérébral-moelle épinière de rats nouveau-nés 

Tracés électrophysiologiques représentant l’activité intégrée de la racine cervicale ventrale C4 
lors d’une administration d’alloprégnanolone (Allop) en absence et en présence de muscimol 
(agoniste des récepteurs GABAA, Mus). δ’Allop est un modulateur allostérique positif du 
récepteur GABAA. D’après (Ren & Greer, 2006b) 

Figure 33 : Différents types d'effets allostériques positifs des neurostéroïdes sur les 
récepteurs NMDA et GABAA  
A. Les modulateurs allostériques modifient l'efficacité et/ou l'affinité des agonistes et donc 
régulent l’activité de ces derniers. δa direction de la modulation peut être positive ou négative 
et est obtenue en stabilisant différentes conformations du récepteur. Dans le cas d’un 
neurostéroïde modulateur allostérique positif (PAε), l’effet de type 1 déplace l'EC50 de 
l’agoniste vers des valeurs inférieures et donc augmente son affinité pour le récepteur. δ’effet 
de type 2 augmente l’Emax de l’agoniste sans modifier son EC 50 et donc augmente son efficacité 
sur le récepteur B. δ’effet de type 1 peut se traduire par un ralentissement de la cinétique de 
désactivation, c’est-à-dire l’affinité augmentée de l’agoniste prolonge la durée d’ouverture du 
canal. δ’effet de type β augmente le courant maximum du récepteur. Les neurostéroïdes PAM 
ont généralement des effets mixtes de type 1 et 2 observés sur les récepteurs GABAA et NMDA 
(Hackos & Hanson, 2017) et (Carver & Reddy, 2013). δe courant total simulé d’un récepteur 
est représenté par un courant relatif normalisé au courant à saturation de l’agoniste en l'absence 
de PAM. EC50 : concentration efficace moyenne de l’agoniste ; Emax : concentration efficace 
maximale de l’agoniste. Adaptée d’après (Hackos & Hanson, 2017). 

A B 
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 Des modulateurs négatifs ont également été décrits, comme la pregnenolone sulfate ou 

encore la déhydroépiandrostérone sulfate (Figure 34) (Majewska & Schwartz, 1987, Majewska 

et al., 1990, Majewska, 1992, Ren & Greer, 2006a), qui semblent quant à eux agir en diminuant 

la fréquence d’ouverture du canal sans diminuer son temps d’ouverture (Park-Chung et al., 

1999). Il semblerait qu’en se basant sur la structure chimique des stéroïdes, il est possible de 

prédire l’effet potentiel de ces derniers sur le récepteur GABAA (Park-Chung et al., 1999). Le 

groupement sulfate ou une charge négative en position C3 semblent conférer la propriété de 

modulateur négatif alors qu’un groupement hydroxyle ou cétone en Cγ ainsi qu’un groupement 
acétyle en C17 confèrent la propriété de modulateur positif (Park-Chung et al., 1999). 

Figure 34 : Effet du déhydroépiandrostérone sulfate sur la fréquence respiratoire de 

préparations ex vivo de tronc cérébral-moelle épinière de rats nouveau-nés 
Tracés électrophysiologiques représentant l’activité intégrée de la racine cervicale ventrale C4 
lors d’une administration de muscimol (agoniste des récepteurs GABAA, Mus) en absence et 
en présence de déhydroépiandrostérone sulfate (DHEAS). Le DHEAS est un modulateur 
allostérique négatif des récepteurs GABAA. D’après (Ren & Greer, 2006b) 

La régulation allostérique du récepteur GABAA par les neurostéroïdes semble dépendre 

de la composition du récepteur GABAA en sous-unité. En effet, des enregistrements 

électrophysiologiques réalisés sur l’ovocyte de xénope ont mis en évidence que l’effet 
modulateur de l’alloprégnanolone sur GABAA était influencé par la composition en sous-unités 

de ce dernier (Belelli et al., 2002). Ainsi les expériences démontrent que la présence des sous-

unités , α1, αγ confèrent aux récepteurs GABAA une plus grande sensibilité à la modulation 

allostérique par l’alloprégnanolone, que la sous-unité  n’aurait pas d’influence, tandis que la 
présence de sous-unité  semble le rendre insensible à cette modulation (Davies et al., 1997, 

Belelli et al., 2002, Brown et al., 2002, Wohlfarth et al., 2002, Belelli & Lambert, 2005). De 

plus, la régulation allostérique du récepteur GABAA par les neurostéroïdes pourrait aussi 

dépendre de leur concentration. En effet, les réponses évoquées, médiées par les isoformes 

contenant les sous-unités α1 ou αγ, semblent être renforcées par de faibles concentrations 

d’allopregnanolone alors que les récepteurs équivalents qui incorporent les sous-unités αβ, α4, 
α5 ou α6 nécessitent des concentrations γ à 10 fois plus grandes (Belelli et al., 2002). La 

sensibilité de ces récepteurs aux stéroïdes diffère donc selon la concentration de ces derniers. 
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Par ailleurs, des modifications du niveau d’expression des sous-unités α4, 1 et  ont été 

corrélées à des fluctuations de la concentration d’alloprégnanolone et de progestérone 
respectivement, suggérant que les neurostéroïdes pourraient moduler l’expression des sous-

unités des récepteurs GABAA et ainsi moduler la transmission GABAAergique (Gulinello et al., 

2001, Griffiths & Lovick, 2005, Maguire & Mody, 2009). δ’état de phosphorylation du 
récepteur GABAA est un autre mécanisme de régulation supplémentaire influençant l’effet de 
GABA sur le récepteur GABAA (Lambert et al., 2001). Les effets de la phosphorylation sur la 

fonction du récepteur GABAA dépendent de l’isoforme, de la sous-unité, des résidus d’acides-
aminés phosphorylés ainsi que des kinases ou des phosphatases mises en jeu (Belelli & 

Lambert, 2005, Song & Messing, 2005).  Dans certains neurones, l’impact des stéroïdes sur 
l’activité du récepteur GABAA peut être régulé par l’activité des kinases et phosphatases 
résidentes, suggérant que la sensibilité aux neurostéroïdes semble au moins partiellement 

dépendre de l’état de phosphorylation du récepteur GABAA (Koksma et al., 2003, Harney et 

al., 2003). Il semble que l’isoforme PKC  soit impliquée dans la modulation du récepteur 
GABAA par certains neurostéroïdes (Hodge et al., 1999, Hodge et al., 2002, Song & Messing, 

2005). 

- Localisation des récepteurs GABAA au sein du SNC 

Les récepteurs GABAA sont largement distribués dans le SNC, localisés dans le système 

limbique, le cervelet, le tronc cérébral, et les noyaux gris centraux (Hortnagl et al., 2013). Une 

grande part des neurones a des récepteurs GABAA. Ils peuvent donc être inhibés, du moins chez 

l’adulte. Il existe une grande hétérogénéité dans la distribution des sous-unités du récepteur 

GABAA. La composition en sous-unités du récepteur GABAA contribue à la détermination de 

son ciblage subcellulaire (Fritschy & Mohler, 1995, Connolly et al., 1996).  De fait, les 

récepteurs GABAA composés des sous-unités α1-γ, 1-γ et β sont essentiellement situés au 

niveau de sites synaptiques (Rudolph & Mohler, 2006) alors que les récepteurs contenant les 

sous-unités α4-6, β-γ et  sont principalement localisés au niveau de sites extrasynaptiques 
(Farrant & Nusser, 2005, Chandra et al., 2006, Zheleznova et al., 2009). 

Les récepteurs NMDA 

- Description 

Les récepteurs NMDA sont appelés ainsi parce qu’ils sont activés par le N-méthyl-D-

Aspartate, agoniste de synthèse (Watkins & Evans, 1981). Ce sont des récepteurs-canaux du 

glutamate (iGluR) codés par sept gènes (GluN1, GluN2A-D et GluN3A-B) (Mayer, 2006, 

Mayer, 2016). Ce sont des hétéro-tétramères formés de quatre sous-unités arrangées autour d’un 
unique pore central, le canal ionique perméable aux ions Na+, K+ et Ca2+. Ces hétéromères sont 

composés le plus souvent de deux sous-unités GluN1 et de deux sous-unités GluN2 (Cull-

Candy & Leszkiewicz, 2004, Paoletti & Neyton, 2007, Paoletti, 2011, Paoletti et al., 2013). La 

sous-unité GluN1 est obligatoire pour obtenir des récepteurs fonctionnels, elle est exprimée de 



Chapitre 4: Les systèmes de neurotransmission susceptibles de potentialiser la réponse ventilatoire à 
l’hypercapnie 

– Le système progestéronergique  

– 97 – 

façon ubiquitaire dans le SNC, qu'il soit embryonnaire ou adulte (Akazawa et al., 1994). 

Cependant, on observe certaines variations selon le variant d'épissage, en fonction du stade de 

développement et de la localisation dans le SNC. Effectivement, la composition en sous-unité 

change pendant le développement et peut être régulée différemment dans différentes zones de 

l’encéphale. Par exemple, les sous-unités GluN2B et GluN2D sont principalement exprimées 

dans l’encéphale du rat nouveau-né, principalement dans le mésencéphale pour GluN2D et 

abondamment dans le cortex, le thalamus et la moelle épinière pour GluN2B. Elles sont ensuite 

remplacées au cours du développement par la sous-unité GluN2A et dans certaines régions par 

GluN2C (Watanabe et al., 1993, Akazawa et al., 1994, Monyer et al., 1994, Cull-Candy et al., 

2001, Paoletti, 2011). Les sous-unités GluN2A sont principalement localisées au niveau des 

synapses et les sous-unités GluN2B au niveau des régions extra-synaptiques (Thomas et al., 

2006). Toutes les sous-unités adoptent une même architecture modulaire (Mayer, 2006, Mayer, 

2016, Wollmuth & Sobolevsky, 2004) avec une extrémité C-terminale intracellulaire impliquée 

dans le trafic et l’ancrage des récepteurs à la synapse, une partie transmembranaire constituée 
de quatre domaines transmembranaires formant le canal ionique et enfin une extrémité N-

terminale extracellulaire formée par le domaine de liaison des agonistes et des co-agonistes 

(Paoletti, 2011).  La sous-unité GluN2 contient le site de liaison au glutamate tandis que GluN1 

et GluN3 contiennent le site de liaison à la glycine ou la D-sérine, les co-agonistes. En effet, 

les récepteurs NMDA possèdent la propriété unique de devoir lier non seulement le glutamate 

mais aussi un co-agoniste, la glycine ou la D-sérine, pour être activés. Ainsi, des variations de 

la concentration locale de co-agonistes peuvent moduler les réponses NMDA. Par exemple, 

l’activité des récepteurs NεDA peut être régulée par les astrocytes qui peuvent synthétiser et 
libérer de la D-sérine (Panatier et al., 2006). L'existence d'un tel répertoire de sous-unités 

permet de nombreuses combinaisons au sein d'un complexe récepteur tétramérique et est à 

l'origine de multiples populations de récepteurs NMDA fonctionnellement distinctes. 

- Mécanismes d’action 

δ’activation des récepteurs NεDA requiert la présence de deux agonistes, le glutamate 
et la glycine (ou la D-sérine). De plus, ils ne peuvent s'activer qu'après dépolarisation de la 

membrane, afin de relever le blocage exercé par les ions Mg2+ extracellulaires sur le canal 

(Dingledine et al., 1999). En effet, des concentrations physiologiques de Mg2+ dans le milieu 

extracellulaire bloquent l’activation des récepteurs NMDA au potentiel de repos des neurones 

qui est négatif. Ainsi, à -60 mV, le blocage est quasi-total, alors qu’il est inexistant aux 

potentiels dépolarisés, c’est-à-dire lorsque le potentiel membranaire devient positif. La 

nécessité de ces deux conditions simultanées confère aux récepteurs NMDA le rôle de 

détecteurs de coïncidences capables d'intégration synaptique entre éléments pré- et post-

synaptiques. De fait, pour qu’il y ait activation des récepteurs NεDA post-synaptiques, il faut 

que les éléments pré-synaptiques libèrent du glutamate, et donc qu’ils soient dépolarisés, puis 
que les éléments post-synaptiques aussi soient dépolarisés pour lever le blocage par les ions 
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Mg2+. Dans le cas où ceci intervient alors que le glutamate est encore lié aux récepteurs NMDA, 

les ions perméants Ca2+ et Na+, K+ peuvent alors transiter au travers de leur canal ionique. La 

forte perméabilité calcique des récepteurs NMDA provoque alors un influx de Ca2+ 

intracellulaire, messager extrêmement important qui active une cascade typique de réactions 

biochimiques dont les effets peuvent être multiples et qui conduiront essentiellement à 

l'augmentation prolongée de l'efficacité de cette synapse permettant l’initiation de diverses 
formes de plasticité essentielles aux phénomènes d’apprentissage et de mémoire (Bliss & 

Collingridge, 1993, Dingledine et al., 1999, Sheng & Kim, 2002, Hackos & Hanson, 2017). Les 

récepteurs NMDA sont les principaux responsables de la transmission synaptique excitatrice 

rapide dans le SNC (Traynelis et al., 2010). En effet, leurs cinétiques d’activation sont assez 
rapides pour répondre à une libération brève de glutamate dans la fente synaptique. Néanmoins, 

les récepteurs NMDA présentent une cinétique bien plus lente que les deux autres récepteurs 

au glutamate (récepteurs kaïnates sélectivement activés par l’acide kaïnique et récepteurs 

AMPA sélectivement activés par le (S)-α-amino-3-hydroxy-5-methylisoxasole-4-propionique). 

Cette lenteur reflète un temps de résidence élevé du glutamate sur les récepteurs NMDA qui est 

dû au blocage des ions Mg2+ . Cela permet aux récepteurs NMDA de jouer ce rôle de détecteur 

de coïncidence entre excitation des éléments pré- et post-synaptiques et en fait des éléments clé 

dans la plasticité synaptique comme la potentialisation à long terme, la dépression à long terme, 

la formation de la mémoire et l’apprentissage (Bliss & Collingridge, 1993, Dingledine et al., 

1999, Sheng & Kim, 2002, Hackos & Hanson, 2017). 

Enfin, leur activité est sujette à de multiples modulations induites par des molécules, 

présentes de façon endogène ou exogènes dans le SNC, agissant sur le récepteur comme des 

modulateurs allostériques. Les propriétés du récepteur NMDA, de même que sa sensibilité aux 

agonistes, sa conductance unitaire et sa probabilité d’ouverture sont très variables selon les 
sous-unités qui le composent, le type de sous-unité GluN2 incorporée étant la principale source 

de cette diversité fonctionnelle (Cull-Candy & Leszkiewicz, 2004, Paoletti & Neyton, 2007, 

Paoletti et al., 2013). L'activité des récepteurs NMDA peut être donc modulée soit positivement 

soit négativement par des petites molécules et ions dont le site de liaison est différent des 

domaines de liaison des agonistes ou co-agonistes et du canal ionique (Mony et al., 2009, 

Traynelis et al., 2010).  De ce fait, leurs mécanismes d’action ne font pas appel à un processus 
d’inhibition compétitive avec un agoniste ni à un blocage du canal ionique. δes modulateurs 
allostériques peuvent agir au niveau du canal ionique, en modulant la probabilité ou le temps 

d'ouverture, et sur l’affinité des récepteurs pour l’agoniste (Hackos & Hanson, 2017). Ces 

modulateurs, dits allostériques, peuvent être endogènes dans le SNC comme les protons 

(Traynelis & Cull-Candy, 1990, Legendre & Westbrook, 1990, Traynelis et al., 2010) et le zinc 

(Mayer & Westbrook, 1987, Traynelis et al., 2010), principaux inhibiteurs allostériques ainsi 

que les neurostéroïdes (Traynelis et al., 2010, Korinek et al., 2011). Ils peuvent également être 

exogènes, comme c'est le cas pour les neurostéroïdes synthétiques (Kussius et al., 2009, 

Korinek et al., 2011). Ils ont été identifiés comme modulateurs allostériques positifs (Wu et al., 
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1991) mais aussi comme modulateurs allostériques négatifs des récepteurs NMDA (Figure 31, 

page 93) (Park-Chung et al., 1994). 

Modulations allostériques du récepteur NMDA par des neurostéroïdes 

La prégnénolone sulfate (PS) est le neurostéroïde potentialisateur des récepteurs NMDA 

le plus largement étudié (Wu et al., 1991). Différents mécanismes expliquant l'action de la PS 

en tant que modulateur allostérique au niveau des récepteurs NMDA ont été proposés. La PS 

pourrait augmenter l'efficacité et/ou l'activité du glutamate et de la glycine sur leurs sites de 

liaison (Figure 33, page 94) (Bowlby, 1993, Malayev et al., 2002). En effet, en enregistrant 

l’activité du récepteur NεDA en présence de PS et du glutamate, il a été montré que la liaison 

de la PS au récepteur induit une augmentation de la probabilité d’ouverture du canal ionique 
(Horak et al., 2004). δorsque le stéroïde est appliqué avant le glutamate, la PS induit son effet 
potentialisateur au maximum. Cet effet est légèrement diminué quand le stéroïde est co
appliqué avec le glutamate et fortement diminué lorsque le glutamate est déjà lié au site de 

liaison (Horak et al., 2004). 

Le degré de modulation de PS sur le récepteur NMDA semble être influencé par la 

composition en sous-unité de ce dernier (Horak et al., 2006). En effet, une étude a montré que 

la PS potentialise l’activité des récepteurs composés des sous-unités GluN2A et GluN2B et 

inhibe ceux qui contiennent les sous-unités GluN2C et GluN2D (Malayev et al., 2002). 

Cependant les dérivés oxystérol du cholestérol, une autre classe de neurostéroïdes, ont été 

décrits comme modulant positivement les récepteurs NMDA indépendamment des sous-unités 

qui le composent (Paul et al., 2013, Linsenbardt et al., 2014). 

En enregistrant l’activité du récepteur NεDA sur des cultures de neurones de moelle 
épinière, des auteurs ont montré qu’une application de prégnanolone sulfate, un analogue de la 

prégnénolone sulfate (PS), entrainait une diminution du courant passant à travers le 

récepteur/canal. Le mécanisme qui sous-tend cet effet semble être une modulation allostérique 

négative du récepteur dans la mesure où, comme le démontrent les auteurs dans cette étude, son 

mécanisme d’action ne fait pas appel à un processus d’inhibition compétitive avec un agoniste 
ni à un blocage du canal ionique (Park-Chung et al., 1994). En 2005, des expériences réalisées 

sur des cultures cellulaires de HEKβ9γ et de neurones d’hippocampe ont testé l'effet d’une co-

application de prégnanolone sulfate et de glutamate (Petrovic et al., 2005). Cette co-application 

entraine une inhibition quasi complète de la réponse du récepteur NMDA au glutamate. A noter 

qu’en absence de l’agoniste le neurostéroïde n’a aucun effet sur le récepteur. Dans cet article, 

l’hypothèse des auteurs est que la fixation de la prégnanolone sulfate diminue le processus de 

changement de conformation du récepteur NMDA normalement induit par la fixation de 

l'agoniste et participe à diminuer la fréquence d’ouverture du récepteur. De plus, les auteurs ont 

montré comme pour la PS que l’effet de la prégnanolone sulfate sur le récepteur NMDA 

dépendait de la composition en sous-unités du récepteur. Son affinité est maximale pour les 

récepteurs contenant les sous-unités GluN2C et GluN2D et plus faible voire quasiment 
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inexistante quand le récepteur contient respectivement les sous-unités GluN2A et GluN2B et 

GluN1A et GluN1B (Petrovic et al., 2005). 

La modulation allostérique antonyme du récepteur NMDA par ces stéroïdes semble être 

liée à la présence d’un groupe chargé sur le carbone Cγ du noyau stérane (Park-Chung et al., 

1997). Selon la configuration spatiale des atomes de carbone chiraux en C3 et en C5, la forme 

moléculaire du stéroïde peut être « pliée », forme caractéristique des stéroïdes inhibiteurs, ou « 

plane », typique des stéroïdes potentialisateurs des récepteurs NMDA (Weaver et al., 2000). 

Ainsi la prégnanolone sulfate et la prégnénolone sulfate, qui diffèrent par la présence d’une 
double liaison et par la configuration du carbone C3, vont avoir des effets opposés sur le 

récepteur NMDA. La structure des stéroïdes semble conditionner leur fonction en tant que 

modulateur allostérique positif ou négatif et donc leur effet sur le récepteur NMDA (Weaver et 

al., 2000, Stastna et al., 2009). 

- Localisation des récepteurs NMDA  

Ils sont exprimés dans différentes structures respiratoires du tronc cérébral comme le 

NTS ventro-latéral et médian (Guthmann & Herbert, 1999, Liu & Wong-Riley, 2010), le noyau 

ambigu, le noyau de l’hypoglosse (Liu & Wong-Riley, 2010), les noyaux des RPa et ROb 

(Haghparast et al., 2007, Sluka et al., 2012) et au niveau du préBötC (dans 50 à 80% des 

neurones) (Liu & Wong-Riley, 2010). Au niveau supra-bulbaire, ils sont exprimés dans le PB, 

le KF (Guthmann & Herbert, 1999), l’aire hypothalamique latérale (Landeira-Fernandez, 2015) 

et ventro-médiane (Resch et al., 2014). Les récepteurs NMDA sont principalement localisés au 

niveau de la membrane post-synaptique mais peuvent être retrouvés au niveau présynaptique, 

extrasynaptique et au niveau des cellules gliales (Blanke & VanDongen, 2009). 

4. La progestérone, les progestatifs et la ventilation 

Les conclusions de nombreuses études amènent à considérer que les progestagènes 

stimulent la ventilation au repos et potentialisent la réponse ventilatoire à l’hypercapnie en 
passant par une action sur le SNC. 

a. Effet des progestagènes sur la ventilation basale 

- Observations 

Dès 1905, Fitzgerald et Haldane (Fitzgerald & Haldane, 1905) ont révélé que la PaCO2 

était plus faible chez les femmes que chez les hommes. Par la suite, d’autres études ont mis en 
évidence ce même dimorphisme sexuel au niveau de la ventilation basale en montrant que les 

femmes présentaient une plus grande ventilation minute associée à une PaCO2 plus faible que 

les hommes (Haywood & Bloete, 1969, Patrick & Howard, 1972, White et al., 1983, Dempsey 

et al., 1986, Saaresranta & Polo, 2002). Certaines études indiquent une diminution de la PaCO2 

au cours de la grossesse, période caractérisée par la présence de forte concentration plasmatique 
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en progestérone (Hasselbach, 1912, Hasselbach & Gammeltoft, 1915). Ces observations sont 

étayées par d’autres études qui ont établi un lien entre la concentration plasmatique en 

progestérone élevée et l’hyperventilation au cours de la grossesse (Jensen et al., 2005, Jensen 

et al., 2008). D’autres auteurs ont décrit une variation de la ventilation au cours du cycle ovarien 
de la femme. En effet, une hyperventilation associée à une diminution de la PaCO2 est présente 

pendant la phase lutéale comparée à la phase folliculaire du cycle ovarien (England & Farhi, 

1976, Goodland & Pommerenke, 1952, da Silva et al., 2006, Slatkovska et al., 2006), 

phénomène disparaissant avec la ménopause car il n’y a plus de phase lutéale et folliculaire 
(Griffith et al., 1929). Cette variation de la ventilation au cours du cycle ovarien a par la suite 

été corrélée à la concentration plasmatique en progestérone, élevée lors de la phase lutéale et 

faible durant la phase folliculaire (Dempsey et al., 1986, Bayliss et al., 1987, Tatsumi, 1999). 

δ’augmentation de la ventilation associée à une diminution de la PaCO2 chez les 

femmes, survenant pendant la grossesse ou au cours de la phase lutéale du cycle ovarien en 

corrélation avec une élévation de la concentration plasmatique de progestérone, suggère 

l’implication de cette hormone dans la régulation de la ventilation au moins dans 

l’hyperventilation hypercapnique. 

Des études réalisées chez l’Homme ont montré que le medroxyprogestérone acétate 
(progestatif de la famille des pregnanes) seul ou associé avec de l’œstrogène, augmente la V̇E 

et diminue la PaCO2 chez des femmes ménopausées (Regensteiner et al., 1989) ou encore chez 

des hommes sains (Skatrud et al., 1978a, Zwillich et al., 1978). δ’administration d’un 
progestatif semble donc entraîner une élévation de la ventilation associée à une diminution de 

la PaCO2 similaire à celle observée lors de la grossesse ou au cours de la phase lutéale, 

confirmant l’implication de la progestérone dans la ventilation basale.  

- Action des progestagènes 

δes mécanismes d’actions par lesquels la progestérone influence la ventilation 
demeurent encore aujourd’hui assez mal connus. En étudiant l’effet ventilatoire de la 
progestérone et des progestatifs sur des modèles animaux et sachant la distribution des 

récepteurs capables de médier leurs effets au niveau central (Shughrue & Merchenthaler, 2001, 

Brinton et al., 2008) mais aussi au niveau périphérique (Joseph et al., 2006), il a été possible de 

mettre en évidence quelques voies d’action. δes progestagènes pourraient agir via un effet 
direct sur les structures génératrices du rythme respiratoire ou encore sur les structures qui 

modulent le rythme respiratoire au niveau central ou périphérique. 

δ’effet d’une administration intraveineuse de doses croissantes de progestérone sur 
l’activité du nerf phrénique chez le chat anesthésié et chémodenervé a été rapporté en 1987 par 
Bayliss et collaborateurs (Bayliss et al., 1987). La progestérone a entrainé une augmentation 

dose-dépendante de la fréquence et de l’amplitude des décharges du nerf phrénique (Figure 35). 

Cet effet a été aboli par un pré-traitement avec un antagoniste des récepteurs nucléaires à la 

progestérone, le RU-486. De plus, une injection de progestérone dans le NTS a induit une 
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augmentation de l’activité du nerf phrénique. Ces résultats suggèrent que la progestérone, en 

agissant par l’intermédiaire de ses récepteurs nucléaires, facilite la CCR et que cet effet 

stimulant de la ventilation passe par des mécanismes centraux faisant intervenir le NTS. 

Quelques années plus tard, la même équipe a publié une étude montrant, chez des chattes 

ovariectomissées et pré-traitées à l’oestradiol, que l’effet facilitateur de l’administration de 
progestérone sur l’activité du nerf phrénique était fortement diminué en cas d’ablation des 
structures rostrales au tronc cérébral (Bayliss et al., 1990). δes auteurs posent alors l’hypothèse 
que les structures diencéphaliques pourraient médier les effets facilitateurs de la progestérone 

sur la CCR. De plus, en montrant qu’une partie de ces effets était diminuée en cas de pré-

traitement avec respectivement de l’anisomycin et de l’actinomycine-D, des bloquants de la 

synthèse protéique et des ARNm, les auteurs suggèrent une fois encore l’implication des 
récepteurs nucléaires à la progestérone (Bayliss et al., 1990). Chez le cochon d’inde, une 

administration chronique de progestérone induit une hyperventilation qui est associée à une 

diminution de la PaCO2 (Hosenpud et al., 1983) et cet effet est amélioré en présence 

d’œstrogène. Chez le rat mâle, une étude a montré qu'une administration chronique de 

TZP4238, un progestatif de la famille des pregnanes, combiné avec de l’œstrogène induisait 
une hyperventilation concomitante à une diminution de la PaCO2, alors que l’administration de 
TZP4βγ8 ou d’œstradiol seul n’a pas d’effet sur la ventilation (Tatsumi et al., 1991). 

δ'œstrogène est un médiateur des récepteurs de la progestérone. Il augmente le nombre et la 

sensibilité des récepteurs de la progestérone. En effet, les œstrogènes sont capables d’induire 
la synthèse et l’expression des récepteurs de la progestérone (Ing & Tornesi, 1997).  

Figure 35 : Effet d’une administration intraveineuse de doses croissantes de progestérone 
sur l’activité du nerf phrénique chez le chat adulte 

δ’effet de la progestérone sur l’activité intégrée du nerf phrénique a été déterminé par 
l’administration intraveineuse de dose croissante de progestérone. La PCO2 est maintenue à 32 
Pa. D’après (Bayliss et al., 1987). 

Peu d’études ont étudié l’impact des hormones sexuelles sur les corps carotidiens. En 
1989, une étude a rapporté une augmentation de l’activité du nerf du sinus carotidien en réponse 
à une élévation chronique de progestérone et d’œstrogène chez le chat, suggérant que les corps 

carotidiens pouvaient être sensibles à ces deux hormones stéroïdiennes circulantes (Hannhart 

et al., 1989). Plus récemment, une étude a montré que la réponse à l’hypoxie in vitro des corps 

carotidiens est altérée en présence d’un antagoniste des récepteurs nucléaires à la progestérone, 
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la mifeprestone. Pour autant, ces effets ne semblent pas se traduire in vivo dans la mesure où la 

réponse respiratoire est équivalente avec ou sans traitement (Joseph et al., 2012). Ces 

observations mises en lien avec la présence au niveau des cellules chémosensibles du corps 

carotidien d’une enzyme impliquée dans la synthèse des stéroïdes (P450scc) (Joseph et al., 

2006), soulignent l’intérêt de mieux comprendre l’action de la progestérone sur les 

chémorécepteurs périphériques. 

δ’ensemble de ces données suggère que la progestérone et certains progestatifs de 
synthèse influencent la ventilation de base chez les mâles et les femelles en agissant, notamment 

au niveau central, et que cet effet peut être potentialisé en combinaison avec des œstrogènes 

(Behan & Wenninger, 2008). 

b. Effet des progestagènes sur la réponse ventilatoire à l’hypercapnie 

- Observations 

Une étude a montré un abaissement de la valeur seuil de PaCO2, valeur à partir de 

laquelle on observe une augmentation de la ventilation, chez la femme par rapport à l’homme 
(Macnutt et al., 2012). εais le dimorphisme sexuel dans la réponse respiratoire à l’hypercapnie 
reste parfois assez contradictoire selon les études. Des études évaluant la réponse respiratoire 

au CO2/H+ pendant la grossesse (Figure 36) (Jensen et al., 2005, Jensen et al., 2007) ont montré 

que les femmes présentaient à la fois un abaissement de la valeur seuil de PaCO2, déclenchant 

l’hyperventilation et une augmentation de la sensibilité du chémoréflexe ventilatoire. En 

comparant la réponse au CO2/H+ chez des femmes pré- et post-ménopausée, une étude met en 

évidence une meilleure réponse au CO2/H+ chez les femmes pré-ménopausées en corrélation 

directe avec leur concentration plasmatique en hormones sexuelles féminines plus importante 

que celles des femmes post-ménopausées (Preston et al., 2009). Par ailleurs il a été montré que 

la prise de medroxyprogestérone acétate induisait une meilleure réponse respiratoire à 

l’hypercapnie chez la femme ménopausée (Regensteiner et al., 1989) et chez l’homme (Skatrud 

et al., 1978b, Zwillich et al., 1978, Saaresranta et al., 1999, Saaresranta et al., 2005). 

δ’administration d’un progestatif semble donc avoir un effet similaire à la progestérone au 
cours de la réponse ventilatoire à l’hypercapnie. 

δ’ensemble de ces études révèle le caractère potentialisateur des progestagènes sur la 
réponse ventilatoire à l’hypercapnie. 
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Figure 36 : Représentation de la V̇E en fonction de la PETCO2 chez une femme pendant et 
après sa grossesse 
Pendant la grossesse, une augmentation de la ventilation minute de base (Subthreshold VE), une 
diminution de la valeur seuil de PaCO2 à partir de laquelle on observe une augmentation de la 
ventilation (VRTCO2) ainsi qu’une augmentation de la sensibilité du chémoréflexe ventilatoire 
sont observables par rapport la période post-accouchement. Adaptée d’après (Jensen et al., 
2007). 

- Action des progestagènes 

Dans le but de décortiquer les mécanismes d’action sous-tendant l’effet de la 
progestérone sur la réponse ventilatoire à l’hypercapnie, plusieurs études ont été réalisées chez 

l’animal. Dans l’étude de Bayliss et collaborateurs citée plus haut, les auteurs ont aussi évalué 
l’effet d’une administration de progestérone sur la réponse ventilatoire à l’hypercapnie chez le 
chat pré-traité à l’oestradiol en cas ou non d’une ablation des structures rostrales au tronc 
cérébral. Il est apparu que l’administration de progestérone augmente la réponse ventilatoire à 
l’hypercapnie et que ce phénomène serait en grande partie médié par la présence du diencéphale 
(Bayliss et al., 1990). Une autre étude a testé l’effet d’une exposition chronique à la 
progestérone sur la réponse ventilatoire à l’hypercapnie chez des souris femelles KO pour le 
gène codant les récepteurs nucléaires à la progestérone (Marcouiller et al., 2014). Ces animaux 

ne présentent pas de potentialisation de la réponse respiratoire à l’hypercapnie après exposition 
chronique à la progestérone par rapport à leurs témoins.  

Les résultats obtenus suggèrent que la progestérone facilite la réponse respiratoire à 

l’hypercapnie et que cet effet est médié au moins en partie par les récepteurs nucléaires à la 
progestérone. 

c. Pourquoi notre intérêt s’est-il porté sur un progestagène, le désogestrel ?  

δ’hypothèse selon laquelle la progestérone et les progestatifs exerceraient une influence 

facilitatrice sur la ventilation basale et potentialiseraient la réponse ventilatoire à l’hypercapnie 
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et que ces effets seraient médiés par des mécanismes faisant intervenir le tronc cérébral et le 

l’hypothalamus, constitue une piste de recherche très intéressante et pertinente dans le cadre de 

pathologies avec atteintes respiratoires, notamment pour le traitement des syndromes 

d’hypoventilation alvéolaire centrale. En 2003, une équipe a montré que des femmes 

ménopausées souffrant d’apnées du sommeil, recevant un traitement combiné d’œstrogène et 
de progestérone, présentaient une diminution significative du nombre d’épisodes apnéiques 
(Shahar et al., 2003). Dans le cadre d’une autre pathologie, la broncho-pneumopathie chronique 

obstructive, une administration de médroxyprogestérone acétate améliore la respiration 

nocturne chez les femmes ménopausées (Saaresranta et al., 2005). Chez des patients atteints de 

syndromes d’hypoventilation centrale, cet effet est plutôt controversé puisque certaines études 
ont mis en évidence un effet facilitateur de la medroxyprogestérone sur la réponse respiratoire 

à l’hypercapnie (Milerad et al., 1985) alors que d’autres études ne montrent pas d’effet 
potentialisateur (Rapoport et al., 1986, Sritippayawan et al., 2002). Cette controverse souligne 

la nécessité de comprendre de manière plus affine les mécanismes d’action des progestagènes 
et fait ainsi valoir notre intérêt pour ces molécules dans l’objectif de développer une 
thérapeutique pour les CHS. 

D’autres arguments en faveur du fait que les progestagènes pourraient constituer une 

cible thérapeutique résident dans une étude approfondie sur le désogestrel et la CCR (Joubert 

et al., 2016) à laquelle j’ai participé, publiée au sein de l’UεR_S1158, un des laboratoires dans 
lequel ce travail de thèse a été réalisé. Celle-ci sera détaillée dans les résultats de ce manuscrit. 

Brièvement, il a été observé fortuitement chez deux patientes CCHS une récupération de la 

chémosensibilité au CO2/H+ concomitante à la prise d’un progestatif, le désogestrel (Figure 37). 

Figure 37 : Réponse ventilatoire au CO2 d’une patiente CCHS avant et pendant la prise 

de désogestrel 
Les graphiques représentent la ventilation minute (VE) d’une patiente CCHS en réponse à une 
augmentation de la PCO2 avant l’exposition au désogestrel (à gauche) et 18 mois après le début 
du traitement (à droite). La réponse ventilatoire au CO2 observée chez la patiente CCHS sous 
désogestrel est similaire à celle d’un sujet sain (à l’extrême droite). Adaptée d’après (Straus et 
al., 2010). 
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La première patiente CCHS a une mutation PARM 20/25 et lors de son intégration au 

centre de référence Ondine elle ne présentait aucune réponse respiratoire au CO2/H+. Trois ans 

plus tard, de manière tout à fait fortuite lors d’un examen d’exploration fonctionnelle, une 
réponse ventilatoire à l’hypercapnie a été observée. δe questionnement de la patiente a conduit 
à relier cette récupération à la consommation d’un puissant progestatif de synthèse, le 

désogestrel (Straus et al., 2010). Ce phénomène de récupération de la chémosensibilité a été 

observé chez une seconde patiente, porteuse d’une mutation PARε β0/β6, trois semaines après 
qu’elle ait été placée sous désogestrel. Cette deuxième patiente est totalement dépendante à la 
ventilation artificielle pendant le sommeil et contrairement à la première patiente, présente 

également des hypoventilations pendant l’éveil (Straus et al., 2010). Suite à ces observations, 

une étude clinique1 a été mise en place au sein de l’UεR_S1158γ dans le but de tester l’effet 
du progestatif sur la réponse ventilatoire à l’hypercapnie de patientes CCHS suivies au centre 
de référence. Les résultats préliminaires sont très hétérogènes i.e. certaines patientes présentent 

une récupération de la chémosensibilité tandis que d’autres semblent insensibles au progestatif. 
De plus, dans une autre équipe, le cas d’une patiente CCHS qui, placée sous désogestrel, ne 

présentait pas de récupération de la chémosensibilité au CO2/H+, a été relaté (Li et al., 2013a). 

Ces résultats contradictoires avec les données observées chez les deux patientes présentées 

précédemment peuvent dépendre d’une variation inter-individuelle où la source de fluctuation 

de l’effet observé correspond donc aux individus (e.g. âge, mutations, idiosyncrasie pour le 

désogestrel) et/ou de l’action complexe du progestatif (Loiseau et al., 2017).  

Dans un tel contexte, un des objectifs a été de déterminer chez l’animal les modalités 

d’action des progestatifs tels que le désogestrel et ses métabolites biologiquement actifs sur la 
CCR.  

 Le système érythropoïétinergique  

1. L’érythropoïétine 

a. Description 

En 1906, Paul Carnot et Clotilde Deflandre (Carnot & Deflandre, 1906) ont observé 

qu’une injection de sérum provenant de lapins subissant des saignées à des lapins n’en subissant 
pas provoquait la production de globules rouges aussi appelés érythrocytes, érythro du grec 

« eruthros » signifiant rouge (Jelkmann, 1986). Carnot et Deflandre ont postulé que cet effet 

pourrait être dû à la présence dans le sérum d'un facteur humoral hémotropique produit en 

                                                 
1 δ’essai clinique « RespirOndine » (NCT01β4γ697) a été mis en place en β010 par le Pr Christian 
Straus, directeur adjoint de l’UεR_S 1158, chef du service d'Explorations Fonctionnelles de la 
Respiration, de l'Exercice et de la Dyspnée à l’hôpital de δa Pitié Salpêtrière et responsable de la branche 
adulte du centre de référence maladie rare pour le syndrome d'Ondine 
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réponse à un stimulus de saignement qu’ils nommèrent dès lors « hémopoïétine », hémo du 

grec « haïma », relatif au sang et poïétine du grec « poiein », signifiant fabriquer. Ce facteur 

sera renommé en 1948 « érythropoïétine » (Epo) par Bonsdorff et collaborateurs puisqu’il 
augmente spécifiquement la production des érythrocytes (Bonsdorff & Jalavisto, 1948). Ce 

terme est aujourd’hui communément utilisé. δ’hypothèse de Carnot et de Flandre sera 

confirmée 45 ans plus tard grâce à une expérience de parabiose où la circulation sanguine est 

croisée entre deux rats (Reissmann, 1950), l’un maintenu en normoxie l’autre en hypoxie. Il 
s’ensuit une augmentation de l’érythropoïèse chez le rat placé en hypoxie mais également chez 
son partenaire placé en normoxie. Cela confirme ainsi l’existence d’un facteur humoral qui 

stimule l’érythropoïèse produit par le partenaire hypoxique qui a traversé la circulation 
parabiotique pour stimuler l'érythropoïèse chez le partenaire respirant de l'air normal 

(Reissmann, 1950). δ’Epo est donc la principale hormone stimulant l’érythropoïèse, processus 
qui gouverne la production d’érythrocytes (Jelkmann, 1986). Dans les années 70, elle est isolée 

et purifiée à partir d’urines de patients anémiques (Miyake et al., 1977). La réalisation de cette 

étape permet sa caractérisation génétique et structurelle chez plusieurs espèces telles que le rat, 

la souris, le chien, le chat, le singe ou encore l’Homme (Wen et al., 1993). Le gène codant pour 

l’Epo est localisé chez l’Homme sur le chromosome 7qββ (Law et al., 1986). Hautement 

conservé entre les espèces, il présente une grande homologie de séquence avec celui du singe 

(92%), de la souris (80%) ou encore du rat (80%) (Jelkmann, 1992, Nagao et al., 1992b, Wen 

et al., 1993). Il code une protéine de 193 acides aminés parmi lesquels 27 résidus impliqués 

dans l’adressage sont clivés pour donner une protéine mature de 165 acides aminés (Lai et al., 

1986). Cette protéine mature subit une étape de glycosylation durant laquelle quatre chaines de 

carbohydrates sont ajoutées, c’est-à-dire trois chaînes N-oligosaccharidiques liées aux résidus 

asparagine en position 24, 38 et 128 et une chaîne O-oligosaccharidique liée à une sérine en 

position 1β6. δ’Epo est une glycoprotéine de γ4kDa qui appartient à la famille des cytokines 
de type 1(Lai et al., 1986) dont 60% du poids moléculaire est représenté par les 165 acides 

aminés et 40% par les 4 chaines de carbohydrates, groupements déterminants pour sa stabilité 

et sa demi-vie plasmatique (Lai et al., 1986). 

b. Synthèse périphérique et centrale 

Un préalable essentiel à la synthèse d’Epo est qu’elle est étroitement liée au niveau d’O2 

dans le sang. En effet, la synthèse de l’Epo est stimulée lors d’une hypoxie, d’une anémie ou 
encore d’une hémorragie. C’est la régulation transcriptionnelle du gène de l’Epo qui régule la 
production d’Epo dans ses organes cibles. Il existe donc au niveau des cellules productrices 

d'Epo ou dans leur environnement immédiat, un système permettant de déceler les variations 

dioxygène ; ce sont les facteurs de transcription activés lors d’hypoxie, dénommés HIF 

(hypoxia inducible factors), dont un en particulier, HIF-1. Ce facteur de transcription, induit 

par une hypoxie tissulaire, stimule la transcription du gène codant pour l’Epo (Wang & 

Semenza, 1993) qui contient en son promoteur une séquence nucléotidique appelée élément de 
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réponse à l’hypoxie (HRE). HIF-1, dont l’expression est ubiquitaire dans l’organisme, est un 

complexe hétérométrique composé d’une sous-unité α et d’une sous-unité  et dont l’activité 
biologique dépend des niveaux d’O2 tissulaire. En condition normoxique, la sous-unité  est 

stable et ne présente pas de sensibilité aux changements des niveaux d’O2. En revanche, la sous-

unité α est instable et se trouve hydroxylée par une enzyme de la famille des prolyl-4-

hydroxylases (PHDs) dont l’activité est O2 dépendante. Cette étape d’hydroxylation entraîne sa 

reconnaissance et sa fixation par la protéine Von Hippel Lindeau (VHL). Ce complexe est alors 

ubiquitinylé et dégradé par le protéasome. Ainsi, en normoxie, HIF-1α possède une demi-vie 

plasmatique très courte rendant impossible sa liaison à la sous-unité  (Huang et al., 1998, Hon 

et al., 2002). En condition d’hypoxie, la diminution des niveaux d’O2 empêche le processus 

d’hydroxylation de HIF-1α. Ainsi elle devient stable, migre vers le noyau où elle se lie à HIF-

1  (Bunn et al., 1998). δe complexe ainsi formé recrute d'autres partenaires, en particulier 

CBP/p300 (cyclic AMP response element (CREB) binding protein), et peut alors se fixer sur la 

séquence nucléotidique spécifique HRE située dans la région promotrice de gènes impliqués 

dans la régulation de l’homéostasie de l’O2, dont celui codant pour l’Epo, et augmente ainsi sa 

transcription (Semenza et al., 1991, Wang & Semenza, 1993, Wenger & Gassmann, 1997). 

Récemment, il a été mis en évidence que l’angiotensine II serait aussi un régulateur de la 

production d’Epo (Kim et al., 2014b). 

δ’étude de la production d’Epo chez la souris a montré que les sites de production d’Epo 
changent au cours du développement de manière simultanée avec les sites de production 

d’érythrocytes. Chez la souris, dès le 8ème jour de gestation (E8) et jusqu’au 11ème (E11), l’Epo 
est synthétisée par les cellules de la crête neurale (Suzuki et al., 2013). A partir de E11 et jusqu’à 
la naissance, la production d’Epo est assurée par les hépatocytes du foie (Obara et al., 2008, 

Suzuki, 2015). A ce stade de développement embryonnaire, la production hépatique d’Epo est 
essentielle à l’érythropoïèse et au maintien de la vie in utero (Wu et al., 1995, Lin et al., 1996). 

Enfin, après la naissance, même si une synthèse minoritaire par le foie subsiste (Zanjani et al., 

1981, Dame et al., 1998), l’Epo est synthétisée au niveau des reins (Jacobson et al., 1957, 

Suzuki et al., 2011) par les cellules interstitielles de type fibroblaste dans le cortex et la 

médullaire externe, dénommées cellules rénales productrices d'Epo (REPC) (Suzuki et al., 

2007, Obara et al., 2008, Yamazaki et al., 2013, Souma et al., 2015). δ’Epo est également 
synthétisée, dans une moindre mesure, par d’autres organes tels que les poumons, le cœur, les 

muscles, les testicules, l'épithélium pigmentaire rétinien, la neurorétine et le SNC (Tan et al., 

1992, Fandrey & Bunn, 1993, Digicaylioglu et al., 1995, Marti et al., 1996, Baciu et al., 2000, 

Ogilvie et al., 2000, Hernandez et al., 2006, Garcia-Ramirez et al., 2008, Marzo et al., 2008, 

Rundqvist et al., 2009, Jelkmann, 2007, Miro-Murillo et al., 2011). Ces autres régions de 

synthèse d’Epo mises en évidence font valoir d’autres fonctions non-érythropoïétiques de l’Epo 
au sein de l’organisme (Gassmann et al., 2003). δ’Epo est présente dans le SNC de plusieurs 
espèces telles que la souris, le rat, le singe et l’Homme (Marti et al., 1996). Elle est synthétisée 

par les neurones et les astrocytes (Masuda et al., 1994, Juul et al., 1998, Bernaudin et al., 2000, 
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Marti, 2004). De plus, plusieurs études tendent à montrer que l’Epo circulante puisse traverser 
la barrière hémato-encéphalique (BHE) mais en très petite quantité. Pour démonstration, seul 

1% de l’Epo injectée en périphérie traverse la BHE (Brines et al., 2000, Dame et al., 2001, 

Xenocostas et al., 2005, Brines & Cerami, 2005). Néanmoins, comme l’Epo est une molécule 
de grande taille avec une masse moléculaire de 34 kDa, cela semble peu probable et a par 

conséquent été remis en question (Boado et al., 2010). 

c. Principaux effets biologiques 

L’Epo assure quotidiennement le renouvellement de deux milliards de globules rouges, 

c’est sa fonction première (Jelkmann, 2013). En effet, l’Epo contrôle le processus de 
l’érythropoïèse qui assure la production et la maturation des lignées cellulaires, dérivant de 

cellules souches hématopoïétiques, qui donnent les érythrocytes (Koury & Bondurant, 1990). 

Cependant, l’Epo se présente aujourd’hui comme une cytokine aux effets pléiotropiques car 

elle possède des propriétés beaucoup plus larges que sa seule action sur l’érythropoïèse en 
effectuant des actions non-érythropoïétiques dont les effets protecteurs sont remarquables. 

(Maiese et al., 2005, Kowalczyk et al., 2011, Vogel & Gassmann, 2011, Wang et al., 2014). 

δ’Epo s’avère être aussi impliquée dans le contrôle de la ventilation, point que nous détaillerons 

dans un paragraphe dédié à la description de ce rôle. 

- Périphériques 

δ’Epo exerce principalement des effets cytoprotecteurs cardio-vasculaires, musculaires 

et rétiniens en ayant un rôle anti-apoptotiques, anti-inflammatoire et pro-angiogénique sur les 

cardiomyoctytes (Bullard & Yellon, 2005, Furlani et al., 2008, Kertesz et al., 2004, Marzo et 

al., 2008, Sanchis-Gomar et al., 2014), l’endothélium vasculaire (Ribatti et al., 1999, Jaquet et 

al., 2002, Smith et al., 2003), les myoblastes (Scoppetta & Grassi, 2004, Hagström et al., 2010, 

Jia et al., 2012), l’épithélium pigmentaire rétinien et dans la neurorétine (Becerra & Amaral, 

2002, Kilic et al., 2005, Watanabe et al., 2005, Hernandez et al., 2006, Chung et al., 2009, Rex 

et al., 2009, Mohan et al., 2012, Luo et al., 2015). Cependant, il semblerait que les effets de 

l’Epo sur le muscle soient controversés (Rotter et al., 2008, Launay et al., 2010, Lamon et al., 

2014). De plus l’Epo, par ses effets anti-apoptotiques, anti-inflammatoires et angiogéniques 

dans les cellules -pancréatiques des îlots de δangerhans sécrétrices d’insuline, protège du 

diabète de type 1 et 2 (Choi et al., 2010, Katz et al., 2010). Enfin, l'Epo semble aussi agir 

comme un régulateur de l'homéostasie énergétique et semble ainsi protéger contre l’obésité 
(Wang et al., 2013a, Wang et al., 2014). 

- Centraux 

L'Epo et son récepteur sont tous deux présents dans le système nerveux central et 

périphérique (Digicaylioglu et al., 1995, Liu et al., 1997, Bernaudin et al., 2000, Buemi et al., 

2003, Chen et al., 2006). De plus, l'analyse du liquide céphalo-rachidien chez l’Homme révèle 
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une augmentation significative de l'Epo suite à son administration en périphérie, suggérant que 

l'Epo traverse la barrière hémato-encéphalique (Rasmussen et al., 2010). δ’Epo semble avoir 
des effets neuroprotecteurs très importants (Yu et al., 2002, Byts & Siren, 2009, Wang et al., 

2014 {Blixt, 2018 #7030). Cette action neuroprotectrice passerait par la stimulation de la 

neurogenèse (Yu et al., 2002, Tsai et al., 2006), la régulation de l’angiogenèse cérébrale 

(Kertesz et al., 2004, Wang et al., 2008) et de l’apoptose (Siren et al., 2001, Vairano et al., 

2002, Kumral et al., 2006) et également par des effets anti-inflammatoires (Lykissas et al., 

2007) et anti-cytotoxiques (Buemi et al., 2003, Brines et al., 2004, Brines, 2010) de l’Epo au 
niveau cérébral. A cela nous pouvons ajouter son rôle central sur le métabolisme énergétique 

(Teng et al., 2011) et sur la plasticité neuronale (Adamcio et al., 2008, El-Kordi et al., 2009, 

Almaguer-Melian et al., 2015). 

2. Le récepteur à l’érythropoïétine 

δ’Epo agit sur ses différentes cellules-cibles par l'intermédiaire de sa liaison à un 

récepteur spécifique qui peut être de différentes formes selon la fonction considérée, lui 

conférant ainsi les nombreuses fonctions précitées. δe gène codant le récepteur à l’Epo (Epo-

R), cloné en 1989 à partir de cellules érythrocytaires, est localisé sur le chromosome 19p13.3-

p1γ.β chez l’Homme (D'Andrea et al., 1989). Structuralement, le récepteur à l’Epo appartient 
à la superfamille des récepteurs aux cytokines de type 1 (D'Andrea et al., 1989, D'Andrea & 

Zon, 1990, Jones et al., 1990). δ’Epo-R ne possède donc pas d’activité tyrosine-kinase 

intrinsèque (Witthuhn et al., 1993). Il se présente sous forme monomérique inactive. Tout 

comme les récepteurs aux cytokines de type I, il existe sous deux formes : une forme 

transmembranaire et une forme soluble (Figure 38) (Yoshimura & Arai, 1996) que nous allons 

détailler. De plus, plusieurs auteurs postulent l’existence d’un récepteur alternatif à 

l’homodimère classique qui serait responsable des effets neuroprotecteurs sans effets 
érythropoïétiques de l’Epo, dans le SNC. Ce récepteur serait un hétérodimère composé de 
l’association d’un monomère Epo-R et d’un monomère du récepteur commun , commun à 
plusieurs autres récepteurs aux cytokines (Figure 38) (Jubinsky et al., 1997, Brines et al., 2004, 

Chen et al., 2015). Cet hétérodimère est encore souvent ignoré lors de l’étude de la signalisation 
de l’Epo. 
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Figure 38 : Représentation des différents récepteurs de l’Epo.  
δa liaison de l’Epo à son récepteur soluble (sEpo-R) libre dans le plasma n’entraine pas de 
signalisation intracellulaire.  δa liaison de l’Epo à ses récepteurs (Epo-R) membranaires forme 
des homo- ou d’hétéro-dimères composés respectivement de l’association soit de deux 
monomères Epo-R soit d’un monomère Epo-R et un monomère du récepteur commun  et 
active une voie de signalisation intracellulaire. Adaptée de (Debeljak et al., 2014). 

a. Le récepteur transmembranaire à l’Epo (Epo-R) 

- Description 

Le récepteur membranaire, membre de la famille des récepteurs au cytokines, se 

compose d’une partie extracellulaire permettant la fixation du ligand Epo, d’une partie 
membranaire et d’une partie cytoplasmique (Figure 38). La partie cytoplasmique peut se 

décomposer en deux parties, distale et proximale. La partie distale est impliquée dans l’arrêt du 
signal de transduction. La partie proximale permet la transduction du signal. Elle ne possède 

pas d’activité catalytique propre mais est liée à une protéine de type tyrosine kinase, JAKβ 
(Janus kinase 2), essentielle pour initier l’activation de la cascade intracellulaire après activation 

de l’Epo-R (Witthuhn et al., 1993). Cette dernière pourrait également agir comme chaperon en 

facilitant l’adressage et la mobilité de l’Epo-R vers la membrane plasmique (Constantinescu et 

al., 2001). δ’affinité de l’Epo pour son récepteur dépend de la cellule cible. Par exemple, 

l’affinité de l’Epo pour Epo-R exprimé par les cellules PC12 est significativement plus basse 

que l’affinité pour Epo-R exprimé par les cellules érythroïdes (Masuda et al., 1993). Les 

cellules PC12 ont des caractéristiques neurales et elles expriment une forme tronquée d’Epo-R, 

ce qui peut expliquer la différence d’affinité observée. 

- Mécanisme d’action 

δ’Epo se fixe sur un monomère Epo-R et entraîne sa dimérisation avec un monomère 

adjacent. Ce rapprochement induit un changement de conformation qui permet la 
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transphorylation et l’activation des JAKβ associées à chaque monomère. Une fois activées, les 
JAK2 entraînent la phosphorylation des domaines tyrosines intracytoplasmiques de chaque 

monomère permettant l’activation du récepteur (Remy et al., 1999). Il déclenche alors plusieurs 

voies de signalisation intracellulaires telles que les STAT5 (signal de transduction et activateur 

de transcription 5), ERK (extracellulaire signal regulated kinase), PI3Kinase/AKT 

(phosphatidylinositol-3/ Protein Kinase B) ou encore NF-k  (Nuclear factor k ) (Figure 39) 

(Digicaylioglu & Lipton, 2001, Rossert & Eckardt, 2005). Les mécanismes particuliers à 

chaque voie ne seront pas détaillés. Simplement, ces voies de signalisation peuvent agir de 

manière directe ou indirecte sur l’expression de plusieurs gènes impliqués dans les phénomènes 

d’apoptose et de prolifération cellulaire.  En particulier, des gènes anti-apoptotiques sont activés 

(BCL2 et BCLX) tandis que les gènes pro-apoptotiques (CASP3 et CASP9) sont inhibés. 

Figure 39 : Représentation des voies de signalisation intracellulaire activées par la fixation 
de l’Epo sur l’Epo-R 
δa fixation de l’Epo sur ses récepteurs membranaires (Epo-R) entraîne l’activation de plusieurs 
voies de signalisation directe (STAT 5) ou indirectes (NF-K , εAPK/ERK et PIγk/AKT). Ces 
voies activent des processus nucléaires et cellulaires. D’après (Kumral et al., 2011). 
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- Localisation 

Des récepteurs à l’Epo ont été détectés dans plusieurs tissus, notamment le cœur, 
l’endothélium vasculaire, la rétine et le SNC (Depping et al., 2005, Zafiriou et al., 2014).  

Les Epo-R sont exprimés par les cellules endothéliales, les neurones, les astrocytes et 

les cellules microgliales aussi bien chez le singe et le rongeur que chez l’Homme (Masuda et 

al., 1993, Marti et al., 1996, Siren et al., 2001, Nagai et al., 2001, Soliz et al., 2005, Sanchez et 

al., 2009). δes récepteurs de l’Epo sont présents dans différentes structures centrales 
respiratoires (Figure 42). Chez la souris adulte, ils sont mis en évidence par marquage 

immunohistochimique dans des structures clés de la CCR telles que le préBötC et le NTS ainsi 

que dans les groupes catécholaminergiques du tronc cérébral (A1C1, A2C2, A5 et A6) (Soliz et 

al., 2005). Ils sont également présents dans les motoneurones phréniques au niveau de la 

quatrième racine cervicale de la moelle épinière (Dale et al., 2012). Enfin, ils sont présents dans 

les corps carotidiens (Soliz et al., 2005, Lam et al., 2009). 

Figure 40 : Immunomarquage des récepteurs à l’Epo chez la souris adulte au niveau du 
bulbe rachidien 
Représentation schématique d’une coupe transversale au niveau du bulbe rachidien montrant la 
localisation du noyau du tractus solitaire (nNTS ; rectangle rouge) et du complexe de pré-
Bötzinger (PréBötC ; rectangle vert) et microphotographies montrant la présence des récepteurs 
à l’Epo (Epo-R) au niveau du nNTS (rectangle rouge) et du PréBötC (rectangle vert). D’après 
(Soliz et al., 2005). 

b. Le récepteur soluble à l’Epo (sEpo-R) 

- Description 

Il existe également une forme tronquée et circulante d’Epo-R, le récepteur soluble à 

l’Epo (sEpo-R) (Figure 38, page 111). Le sEpo-R est synthétisé par épissage alternatif à partir 

du gène codant pour l’Epo-R. Il possède le site de liaison à l’Epo, partie extracellulaire 

commune à l’Epo-R, mais pas les parties membranaire et cytoplasmique. La fonction du sEpo-
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R est mal caractérisée bien que sa fonctionnalité et sa capacité à lier l’Epo aient été démontrées 

(Baynes et al., 1993, Yet & Jones, 1993). De manière générale, les récepteurs solubles des 

cytokines sont connus pour jouer un rôle dans la modulation de l’activité de la cytokine soit en 

stabilisant le ligand soit en se liant au ligand et en changeant sa concentration effective ou 

encore en altérant l’interaction entre le ligand et son récepteur (Venkatesha et al., 2006). Ainsi, 

le sEpo-R pourrait avoir un rôle analogue (Villafuerte et al., 2014).  

- Mécanisme d’action 

Ne possédant pas les parties trans- et inter-membranaires mais uniquement la partie 

extracellulaire qui permet la liaison de l’Epo, le sEpo-R lié à son ligand Epo, n’entraine donc 
pas l’activation de voix de signalisation intracellulaires (Figure 38, page 111) (Nagao et al., 

1992a). Cela lui donne un rôle d’antagoniste endogène de l’Epo, en l’empêchant par sa liaison 
de se lier au récepteur membranaire. δa concentration effective d’Epo à destination des organes 

va se retrouver ainsi diminuée. Le rapport Epo/sEpo-R est donc très important pour l’action de 
l’Epo. Par exemple, dans le cas du mal chronique des montagnes, l’érythrocytose excessive ne 
dépend pas uniquement des concentrations d’Epo dans le sang, mais bien du rapport Epo/sEpo-

R (Villafuerte et al., 2014). Il a été mis en évidence qu’une perfusion de sEpo-R directement 

dans les ventricules cérébraux avait pour effet de réduire la concentration intracérébrale d’Epo 
(Soliz et al., 2007a). En β011, une équipe a démontré que l’hypoxie intermittente entrainait une 
diminution de l’expression de sEpo-R chez l’Homme, ce qui pourrait augmenter la disponibilité 

de l’Epo (Brugniaux et al., 2011). Dans cette même étude, il a été mis en évidence une 

corrélation négative entre sEpo-R et Epo mais aussi entre sEpo-R et volume courant (VT), 

montrant donc un lien entre ventilation et Epo. Plus récemment, il a été mis en évidence que 

l’injection de sEpo-R avait pour effet de diminuer le VT chez les mâles et la fR chez des souris 

femelles (Ballot et al., 2015a). Le sEpo-R est donc un élément important à prendre en compte 

dans l’étude de l’effet de l’Epo sur la ventilation en hypercapnie. 

- Localisation 

Sa présence a été détectée dans le plasma, le foie, les reins, la moelle osseuse et le SNC 

(Ferro et al., 1993, Arcasoy et al., 2003, Della Ragione et al., 2007, Soliz et al., 2007a). 

3. L’érythropoïétine et la ventilation 

 

δ’Epo et son récepteur sont exprimés dans le SNC, dans lequel elle a de nombreux 

effets. δ’Epo n’influence pas le système respiratoire seulement par son action sur la synthèse 
des globules rouges qui augmente le transport d’O2 dans le sang. Il a été démontré que l’Epo 
était impliquée dans la ventilation en normoxie et dans la modulation de la ventilation en 

réponse à l’hypoxie. δ’implication de l’Epo sur la chémosensibilité au CO2 est assez mal 

documentée dans la littérature car peu d’équipes se sont intéressées à cette problématique. Une 
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partie de cette thèse a consisté à caractériser l’effet de l’Epo sur la commande centrale 
respiratoire et plus particulièrement au cours d’une hypercapnie. 

a. Effet sur la ventilation de base 

- Observations 

Une étude montre qu’une injection intra-cérébro-ventriculaire d’Epo chez le rat 
anesthésié stimule les paramètres cardiovasculaires et respiratoires de façon dose dépendante. 

Plus précisément au niveau ventilatoire, le volume courant (VT) ainsi que le débit ventilatoire 

(V̇E) augmentent dès la première minute après l’injection d’Epo et cette augmentation persiste 
jusqu’à 40 min après le début de l’injection (Yalcin et al., 2007). Cet effet stimulant de l’Epo 
sur la ventilation basale serait strictement central. Les auteurs se sont assurés de ce point en 

injectant en intraveineux la plus haute dose d’Epo injectée en intra-cérébro-ventriculaire, ce qui 

n’a provoqué aucun changement respiratoire et a donc confirmé l’effet central de l’Epo sur la 
ventilation en normoxie. De plus, une récente étude confirme ces résultats en montrant que 

l’Epo n’a pas d’effet sur l’activité des corps carotidiens en normoxie (Andrade et al., 2018). 

Une deuxième étude montre qu’une injection intrathécale d’Epo chez le rat adulte induit une 
facilitation à long terme de l’activité phrénique. Cette facilitation, médiée par la 

phosphorylation des voies ERK et AKT, est observable 30 minutes après le début de 

l’application et persiste pendant 90 min (Dale et al., 2012). δe développement d’une souche de 
souris mutante Tg21 qui surexprime l’Epo au niveau central (4 fois supérieur à la normale), a 
permis la caractérisation des effets centraux de l’Epo in vivo, en s’affranchissant de ses effets 
plasmatiques (Wiessner et al., 2001). La ventilation basale mesurée in vivo chez des souris 

mâles Tg21 est similaire à celle des souris témoins. En revanche, l’étude in vivo (Gassmann et 

al., 2009) des paramètres ventilatoires en normoxie chez les souris femelles Tg6 qui présentent 

une surexpression de l’Epo au niveau plasmatique (1β fois supérieure à la normale) et central 

(26 fois supérieure à la normale) (Ruschitzka et al., 2000) a permis de mettre en évidence une 

ventilation plus importante par rapport aux souris témoins (Figure 41). δ’augmentation de la 
ventilation était due à une augmentation du VT par rapport aux souris témoins. De manière 

intéressante, les souris femelles Tg21 présentaient elles aussi une augmentation du VT associée 

en plus à une diminution de la fréquence respiratoire (Figure 41) (Gassmann et al., 2009). Cette 

association pourrait expliquer le fait que ces souris femelles ne présentent pas d’augmentation 
de leur ventilation par rapport à leurs témoins en normoxie. Aucune modification de la 
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ventilation n’a été observée chez les souris mâles Tg6 (Soliz et al., 2007b) et Tg21 (Gassmann 

et al., 2009) par rapport à leurs témoins.  

 

Figure 41 : Variables ventilatoires en normoxie chez des souris femelles Tg21 et Tg6  
Les souris Tg 21 surexpriment l’Epo au niveau central (4 fois supérieur à la normale) et les 
souris Tg6 surexpriment l’Epo au niveau plasmatique (12 fois supérieur à la normale) et central 
(26 fois supérieur à la normale). V̇E : ventilation minute ; fR : fréquence respiratoire ; VT : 
volume courant ; WT : wild type. D’après (Gassmann et al., 2009). 

Les effets d’une injection intra-cisternale de sEpo-R chez des souris sauvages montrent 

que l’Epo est un stimulant respiratoire spécifique au sexe de l’individu (Figure 42) (Ballot et 

al., 2015a). De plus, comparativement aux animaux sauvages, des souris femelles déficientes 

en Epo (Epo-TAgh) comparées aux souris WT femelles avaient tendance à hyperventiler dans 

des conditions normoxiques (Jeton et al., 2017). Les stéroïdes sexuels sécrétés à différents âges 

et différemment selon le sexe semblent moduler les effets de l'Epo sur la régulation respiratoire 

en normoxie et en réponse à l'hypoxie (Ballot et al., 2015a). Ces observations suggèrent un effet 

stimulant de l’Epo en normoxie sur la ventilation qui pourrait passer, entre autres, par une action 
centrale. Ces résultats mettent aussi en avant un dimorphisme sexuel dans la régulation de la 

ventilation par l’Epo en normoxie, ce qui suggère l’implication des hormones sexuelles.  

Figure 42 : Variables ventilatoires en normoxie après injection de sEpo-R (en noir) chez 
les mâles et les femelles   
V̇E : ventilation minute ; fR : fréquence respiratoire ; VT : volume courant. D’après (Ballot et 
al., 2015a). 
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b. Effet sur la réponse ventilatoire à l’hypercapnie 

- Observations 

Peu de données sont disponibles en ce qui concerne le rôle de l’Epo dans la commande 
centrale respiratoire au cours d’une hypercapnie. En effet, l’intérêt porté à l’effet de l’Epo sur 
la chémosensibilité s’est surtout concentré sur la sensibilité chimique à l’O2. La littérature ayant 

trait à l’existence d’un effet de l’Epo sur la chémosensibilité au CO2 est assez pauvre. Plusieurs 

études tendent à montrer que l’induction d’Epo par l’hypoxie semble être inhibée par la 

présence concomitante d’acidose respiratoire et métabolique (Cohen et al., 1981, Eckardt et al., 

1990, Miller et al., 1973). Cette interaction a été confirmée in vitro. En effet, une étude récente 

a montré que l’acidose diminue l’induction de l’ARN messager de l’Epo en condition 
hypoxique (Willam et al., 2006). Une étude de Klausen et collaborateurs (Klausen et al., 1996) 

a mesuré les effets du CO2 sur la synthèse d’Epo, pendant un test hypoxique (10% O2). Leurs 

résultats montrent que seule l’hypoxie hypocapnique permet de stimuler la synthèse d’Epo dont 

la concentration mesurée dans le plasma augmente de 28%. Une récente étude conclut que l’Epo 
pourrait être un modulateur de la chémosensibilité au CO2 des corps carotidiens (Andrade et 

al., 2018). Il semble exister une interaction entre le CO2 et la synthèse de l’Epo mais les effets 

de l’Epo sur la sensibilité chimique au CO2 restent assez méconnus. C’est ce qui a intéressé une 

partie de ce travail doctoral. δe point de départ de nos réflexions s’ancre sur les observations 

de l’effet stimulant de l’Epo sur la réponse ventilatoire à l’hypoxie qui pourrait laisser penser 

que l’Epo pourrait intervenir de manière similaire sur la modulation de la réponse ventilatoire 

à l’hypercapnie. En effet, plusieurs études ont mis en évidence que l’Epo modulerait la 
chémosensibilité à l’O2 par une action directe sur la CCR (Soliz et al., 2005, Voituron et al., 

2014, Pichon et al., 2016, Jeton et al., 2017). Soliz et collaborateurs sont les premiers à 

caractériser les effets centraux de l’Epo sur la sensibilité chimique à l’O2 et révèlent l’effet 
stimulateur de l’Epo sur la CCR en hypoxie (Soliz et al., 2005). Au niveau périphérique, 

l’injection intrapéritonéale d’Epo deux heures avant le début d’un test hypoxique aigu chez des 

souris sauvages ne modifie pas la réponse ventilatoire à l’hypoxie. De plus, une même injection 

d’Epo diminue la réponse ventilatoire à l’hypoxie chez l’homme et l’augmente chez la femme 
(Soliz et al., 2009). Il a aussi été montré que l’Epo n’avait pas d’effet sur la sensibilité à l’O2 

des corps carotidiens chez des rats mâles ou femelles (Andrade et al., 2018). Ces résultats 

suggèrent que l’Epo plasmatique module l’activité des corps carotidiens de façon sexe-

dépendante mais ne renseigne pas sur ses effets centraux car la dose utilisée et le temps d’action 
rendent hautement improbable sa diffusion jusqu’au SNC (Soliz et al., 2005).  

- Actions 

Au niveau du SNC, l’expression d’Epo-R a été retrouvée au niveau du tronc cérébral et 

plus particulièrement dans le PréBötC et le NTS chez les souris WT et Tg21, ce qui suggère 

que l’Epo a la capacité de moduler la ventilation en agissant directement sur le SNC (Figure 
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40) (Soliz et al., 2005). Les mécanismes à l’origine de ces effets sont encore méconnus. 
δ’analyse de l’activité des voies classiques de l’Epo sur ses récepteurs (ERK, PI3Kinase/AKT, 

STAT5) montre que la régulation de l'Epo de la commande respiratoire centrale implique au 

moins deux voies de signalisation intracellulaires, les voies PI3K-Akt et MEK-ERK 

(Caravagna & Soliz, 2015, Seaborn & Caravagna, 2017). Cependant, le mécanisme exact qui 

sous-tend l'action de l'Epo sur le contrôle respiratoire central reste à déchiffrer, ainsi que les 

types cellulaires et les régions encéphaliques impliquées dans ce contrôle. De plus, l’analyse de 
l’activité des groupes catécholaminergiques montre une modification de leurs métabolismes. 
C’est donc par ce mécanisme que la réponse ventilatoire à l’hypoxie serait modulée, du moins 

chez les mutants Tg21 (Soliz et al., 2005). 

Dans un tel contexte, un des objectifs de ce travail doctoral a été de déterminer chez 

l’animal les modalités d’action de l’Epo sur la CCR en condition hypercapnique à partir de 
modèles mutants (i.e. Epo-TAgh, Tgβ1). δ’ensemble des expériences avait pour but de 
déterminer si l’Epo pouvait avoir un rôle dans la mise en place de la réponse ventilatoire à 

l’hypercapnie puis de préciser ce rôle en déterminant la localisation des actions de l’Epo (e.g. 
chémorécepteurs périphériques et/ou centraux, structures respiratoires du SNC).  

 Le système leptinergique  

1. La leptine 

a. Description 

Le poids d’un individu reste, d’une manière générale, relativement constant au cours de 
sa vie d’adulte (Hervey, 1969). Il existe donc une régulation fine de la balance énergétique 

définie par l’équilibre entre prise alimentaire et dépense énergétique. La régulation de cette 

balance par un système endocrine intégrant les réserves énergétiques est maintenant étudiée 

depuis plus d’un demi-siècle. Le système leptinergique fait partie intégrante de ce système 

endocrinien. En 1951, Anand et Brobeck (Anand & Brobeck, 1951) montrent chez le rat que 

des lésions au niveau de l’hypothalamus induisent un déséquilibre de la balance énergétique et 

caractérisent ainsi les « feeding centers ». δa lésion de l’hypothalamus ventro-médian induit 

une hyperphagie conduisant à une obésité morbide ainsi qu’à une altération de la 

thermorégulation alors que la lésion de l’hypothalamus latéral induit une forte réduction de la 
prise alimentaire conduisant à la mort par cachexie. Ces expériences sont les premières 

démonstrations de l’importance de l’hypothalamus en tant que centre de contrôle de la prise 

alimentaire et de la dépense énergétique. 

En 1953, Kennedy (Kennedy, 1953) explique la constance du poids d’un individu au 
cours de sa vie par la régulation de la masse adipeuse de l’organisme et développe sa théorie 
lipostatique. En se basant sur les expériences de lésions hypothalamiques précitées, il émet 
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l’hypothèse d’une relation entre la masse adipeuse et le contrôle hypothalamique de la prise 

alimentaire. δ’hypothalamus collecterait des informations relatives à la quantité de masse 
adipeuse de l’organisme par l’intermédiaire d’un facteur circulant et régulerait en retour prise 

alimentaire et dépense énergétique de manière adéquate. 

En 1959 Hervey étaye la théorie lipostatique de Kennedy grâce au processus chirurgical 

de parabiose qui permet l’union de la circulation de deux rats vivants en suturant ensemble leur 
péritoine et leurs muscles (Huff et al., 1950). Hervey (Hervey, 1959) réunit donc la circulation 

sanguine d’un rat rendu obèse par lésion de l’hypothalamus ventro-médian et d’un rat témoin. 
Suite à cette chirurgie, le comportement alimentaire du rat obèse n’est pas modifié tandis que 
le rat témoin cesse de s’alimenter. Hervey suggère alors l’existence d’un facteur de satiété 
circulant dont la concentration chez le rat obèse devait être augmentée par rapport au rat témoin. 

δ’absence d’effet observée chez le rat ayant subi une lésion hypothalamique suggère également 
la présence du récepteur de ce facteur de satiété circulant au niveau de l’hypothalamus. 

Dans les années 1970, les conclusions de Hervey ont été soutenues par des expériences 

sur des souches consanguines de souris où est apparue une mutation spontanée, la souris « obese 

» (ob/ob) (Ingalls et al., 1950) et la souris « diabetes » (db/db) (Hummel et al., 1966), 

caractérisées par une hyperphagie, une dépense énergétique réduite et une obésité. En 1973, 

Coleman pose deux hypothèses pour expliquer l’obésité de ces souris i.e. soit le facteur 

circulant est absent ou inactif soit le facteur circulant n’est pas détecté par l’hypothalamus 

(Coleman, 1973). Pour démêler ses différentes hypothèses, il réalise des expériences de 

parabiose (Coleman, 1973) entre ces deux modèles murins. La parabiose entre souris témoin et 

ob/ob provoque une réduction de la masse adipeuse de la souris ob/ob et n’a pas d’effet sur la 
souris témoin. La parabiose entre souris contrôle et db/db n’a pas d’effet sur la souris db/db 

mais induit une forte réduction de la prise alimentaire chez la souris témoin, conduisant à sa 

mort. La parabiose entre les souris ob/ob et db/db n’induit aucun changement chez la souris 
db/db tandis que la souris ob/ob devient hypophagique et meurt. Coleman interprète ses 

résultats de la manière suivante : les souris ob/ob ne produisent pas le facteur de satiété tandis 

que les souris db/db le produisent mais y sont insensibles. Il sera démontré plus tard que le gène 

obese code pour la leptine (Ob) (Zhang et al., 1994, Halaas et al., 1997) et le gène diabetes 

(aujourd’hui nommé lepr) pour son récepteur (Ob-R ou encore Lep-R) (Tartaglia et al., 1995, 

Tartaglia, 1997). 

La découverte de la séquence du gène obese (ob) murin et humain a été réalisée par 

l’équipe de Friedman (Zhang et al., 1994) grâce à la technique du clonage de position. Ils 

retrouvent ainsi une mutation du gène obese chez les souris ob/ob. La même équipe (Halaas et 

al., 1997) montre que la protéine Ob obtenue à partir du gène ob est présente dans le plasma et 

que l’injection de celle-ci in vivo chez la souris produit une réduction de la prise alimentaire et 

de la masse adipeuse. Le facteur de satiété découvert par Coleman vingt ans plus tôt était 

identifié et l’équipe de Friedman baptisa le produit du gène ob, leptine, du grec « leptos » 

signifiant mince (Halaas et al., 1997). 
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Le gène ob a été localisé sur le chromosome 6 chez la souris (Zhang et al., 1994) et sur 

le chromosome 7 chez l'Homme (Geffroy et al., 1995).  Il comprend trois exons et deux introns. 

Les exons 2 et 3 sont transcrits en un ARNm de 4,5 kb chez la souris et de 3,5 kb chez l'Homme 

(Zhang et al., 1994, Cohen et al., 1996). Après traduction, la protéine de 18 kDa (167 aa chez 

la souris, 166 aa chez l'Homme) perd un peptide signal de 2kDa (21 aa) en libérant dans la 

circulation une forme de 16 kDa ne subissant aucune modification post-traductionnelle. 67 % 

de la séquence peptidique de la leptine a été conservée au cours de l’évolution, preuve du rôle 
primordial joué par cette hormone pour la survie des espèces (Ogawa et al., 1995). Il existe un 

fort taux d’homologie entre la leptine de rat et de souris et entre la leptine de souris et d’humain, 

respectivement 83 % et 84% (Zhang et al., 1997). La leptine a la structure d'une cytokine 

hélicoïdale de type 1 (e.g. IL-6), composée de quatre hélices  et de deux feuillets  (Madej et 

al., 1995, Zhang et al., 1997). La partie N-terminale de la protéine est indispensable à son 

activité biologique. Elle comporte un pont disulfure entre les cystéines 96 et 146 qui serait 

important pour la sécrétion, la stabilité et la solubilité de la leptine (Montague et al., 1997, 

Imagawa et al., 1998). La leptine circulante est un monomère, elle est présente sous forme libre 

ou liée à des protéines encore mal connues, parmi lesquelles une forme de récepteur soluble à 

la leptine (sOb-R) (Sinha et al., 1996). Sa demi-vie varie entre 25 min et 3 h (Ahima et al., 

1996, Banks et al., 1996) et elle est éliminée par clairance rénale (Cumin et al., 1997). 

b. Synthèse périphérique et centrale 

Au niveau périphérique, la synthèse de leptine a initialement été attribuée au seul tissu 

adipeux, majoritairement par les adipocytes du tissu adipeux blanc (Zhang et al., 1994, Green 

et al., 1995) et en moindre partie par les adipocytes du tissu adipeux brun (Cinti et al., 1997). 

Cette production étant proportionnelle à la quantité de tissu adipeux (Maffei et al., 1995, 

Considine et al., 1996), les niveaux plasmatiques de leptine sont donc le reflet du statut 

énergétique d’un individu. δe statut de la leptine comme hormone spécifique de l'adipocyte, 
établi depuis 1994, a été renversé en 1997 par la découverte d'une seconde source de leptine : 

le placenta humain (Masuzaki et al., 1997, Hoggard et al., 1997, Hoggard et al., 2000). Depuis, 

une synthèse ectopique de l’hormone par d’autres tissus a été mise en évidence. Ainsi, 

l’estomac (Bado et al., 1998, Sobhani et al., 2000), l’épithélium intestinal (Sitaraman et al., 

2004), le foie (Taouis et al., 1998), le muscle squelettique (Wang et al., 1998a), la peau (Glasow 

et al., 2001), les gonades (Cioffi et al., 1997, Ryan et al., 2002) ou encore la glande mammaire 

(Casabiell et al., 1997, Smith-Kirwin et al., 1998, Bonnet et al., 2002) produisent aussi la 

leptine.  
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Au niveau central, la leptine est exprimée dans le cortex piriforme, l’hypophyse, 
l’hippocampe et l’hypothalamus au niveau du noyau arqué (ARC), du noyau supraoptique 

(SON) et du noyau paraventriculaire (PVN) (Schwartz et al., 1996b, Morash et al., 1999, Ur et 

al., 2002).  Chez des sujets obèses à IMC égal, le taux de leptine plasmatique est augmenté par 

rapport à des sujets non obèses ainsi que le rapport des concentrations [Lep]LCR/[Lep]plasma 

(Figure 43) (Caro et al., 1996a). Les patients les plus obèses avaient tendance à avoir une plus 

grande concentration de leptine plasmatique (Maffei et al., 1995, Considine et al., 1996). 

Figure 43 : Corrélation entre les concentrations de leptine sérique ou encéphalique et 
l’indice de masse corporelle 
A. Corrélation positive entre la leptine sérique et l'IMC. La leptine sérique est plus élevée chez 
les sujets obèses (+318%) que chez les sujets non obèses. B. Corrélation positive entre la leptine 
dans le LCR et l'IMC. Cependant, la concentration de leptine dans le LCR n'était que de 30% 
plus élevée chez les sujets obèses que chez les sujets non obèses. C. Corrélation négative entre 
le ratio [Lep]LCR/[Lep]plasma et l’IεC. δe ratio chez les sujets non obèses est plus élevé que chez 
les sujets obèses. BMI : body mass index ; CSF : cerebrospinal fluid. D’après (Caro et al., 
1996a) 

La leptine plasmatique traverse la barrière hémato-encéphalique (BHE) et atteint le 

liquide céphalo-rachidien (LCR) via un système de transport saturable qui sera explicité dans 

la suite de ce chapitre (Schwartz et al., 1996a, Banks et al., 1999, Banks & Farrell, 2003) 

(Figure 44). En effet, chez l'Homme, la concentration de leptine dans le LCR était fortement 
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corrélée de manière non linéaire à celle plasmatique (Figure 44). De plus, comme la 

concentration de leptine plasmatique, la concentration de leptine dans le LCR était corrélée à 

l'indice de masse corporelle, démontrant que la leptine plasmatique entre dans le LCR 

proportionnellement à l'adiposité corporelle (Figure 44). Cependant, l'efficacité de cette 

absorption, mesurée par le rapport des concentrations [Lep]LCR/[Lep]plasma , était plus faible chez 

les patients obèses lorsque leur concentration plasmatique de leptine était plus élevée (Figure 

44). Les auteurs de cette étude émettent alors l'hypothèse qu'un mécanisme saturable assure le 

transport de la leptine du plasma au LCR et que l'efficacité réduite de l'absorption de leptine 

dans le LCR chez les patients obèses avec des taux plasmatiques élevés de leptine par rapport 

à d’autres patients obèses où la concentration plasmatique est plus basse, pourrait expliquer une 

résistance à la leptine (Schwartz et al., 1996a). Une autre étude montre que chez les souris 

obèses le transport altéré de la leptine à travers la BHE se développe en tandem avec l'obésité 

et qu’il est réversible même avec une réduction de poids (Banks & Farrell, 2003).  

Figure 44 : Transport saturable de la leptine à travers la BHE  
A. La concentration de leptine dans le sérum et le LCR est corrélée positivement mais chez les 
sujets obèses (ligne pointillé inférieure), la pente de la relation est faible par rapport aux sujets 
non obèses (ligne pointillée supérieure). La relation entre la leptine dans LCR et la leptine 
sérique chez les sujets obèses et les non obèses peut être décrite logarithmiquement (courbe 
trait plein) et traduit un phénomène de transport saturable de la leptine sérique vers le LCR. 
D’après (Caro et al., 1996a). B. Relation entre des doses croissantes de leptine non marquée par 
rapport l'influx sanguin vers le cerveau de la leptine radiomarquée à l’iode radioactif.  Des doses 
croissantes de leptine inhibent progressivement l'influx sanguin vers le cerveau de la leptine 
radiomarquée à l’iode radioactif (IK). La dose de leptine nécessaire pour inhiber le IK de 50% 
a été évaluée à 339 ng/souris D’après (Banks et al., 1996). 

Le système de transport par lequel la leptine pénètrerait dans le SNC, se ferait par 

l’intermédiaire de transporteurs (Banks et al., 1996, Maresh et al., 2001). Au niveau 

moléculaire, deux protéines candidates se situant à l’interface entre le système sanguin et le 

SNC ont été mises en avant.  D’une part il s’agit de la forme tronquée du récepteur de la leptine 
(Ob-Ra) se situant au niveau des plexus choroïdes (Tartaglia et al., 1995, Devos et al., 1996), 

des micro-vaisseaux de la BHE (Kastin et al., 1999, Kastin & Pan, 2000, Hileman et al., 2002) 
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et de l’éminence médiane (Balland et al., 2014). D’autre part de la mégaline, une protéine 

capable d’internaliser par endocytose une grande variété de composants, notamment protéiques, 

qui est située au niveau des plexus choroïdes (Dietrich et al., 2008). Ainsi, la leptine pourrait 

se lier à son récepteur et être internalisée par endocytose, permettant son passage sélectif du 

compartiment sanguin vers le compartiment encéphalique. Au niveau cellulaire, un type 

particulier de cellules gliales nommées tanycytes, localisées sur le plancher du 3e ventricule 

dans l’hypothalamus, jouerait également un rôle important dans ce processus de passage de la 
BHE (Figure 45) (Langlet et al., 2013, Balland et al., 2014, Gao et al., 2014, Goodman & 

Hajihosseini, 2015). Les tanycytes sont des cellules polarisées, leurs corps cellulaires sont 

localisés dans les parois du 3e ventricule et leurs prolongements cytoplasmiques s’étendent dans 
le parenchyme cérébral au contact de la pie mère (Rodriguez et al., 2005, Goodman & 

Hajihosseini, 2015). Dans l’éminence médiane comme dans les autres organes 

circumventriculaires, le type cellulaire impliqué dans la BHE est représenté par les tanycytes 

(Langlet et al., 2013). Les tanycytes entrent en contact par leurs prolongements avec les 

vaisseaux fenestrés qui appartiennent, dans l’éminence médiane, au système sanguin porte 

hypothalamo-hypophysaire (Mullier et al., 2010, Schaeffer et al., 2013). Les corps cellulaires 

des tanycytes bordent le plancher du troisième ventricule et sont joints entre eux par des 

jonctions serrées (Mullier et al., 2010, Schaeffer et al., 2013). Ainsi, de par leur localisation, les 

tanycytes régulent les échanges entre le compartiment ventriculaire baigné par le LCR et les 

vaisseaux fenêtrés et forment ainsi une barrière tanycytaire. δ’itinéraire de la leptine via la 
barrière tanycytaire serait le suivant : la leptine entrerait dans le SNC à travers l’éminence 
médiane où elle serait captée par les prolongements des tanycytes et transportée par trancytose 

dans le 3e ventricule, à partir duquel elle peut circuler dans le système ventriculaire et accéder 

aussi bien à l’hypothalamus qu’à des structures cérébrales plus distantes (Balland et al., 2014, 

Cabral et al., 2015) (Figure 45). En effet, l’utilisation de leptine marquée fluorescente (Vauthier 

et al., 2013) a montré que la leptine sérique quitte librement le système porte hypothalamo-

hypophysaire au travers des capillaires fenestrés de l’éminence médiane et est ensuite captée 
par les prolongements des tanycytes (Schaeffer et al., 2013). Ce processus requiert l’activation 
d’un récepteur à la leptine (Ob-R) puisqu’une leptine recombinante mutée qui est capable de 
lier un Ob-R mais qui n’a pas d’activité biologique (Niv-Spector et al., 2005) n’est pas 
internalisée par les tanycytes in vivo (Balland et al., 2014). Les auteurs suggèrent que la forme 

longue du récepteur à la leptine (Ob-RB), la seule permettant la transduction du signal, pourrait 

être impliquée dans ce phénomène de transport de la leptine par trancytose (Balland et al., 

2014). En effet, l’analyse de l’activation du signal leptine via l’isoforme Ob-Rb, après 

l’injection intrapéritonéale de leptine, montre que les tanycytes sont les premières cellules à 
présenter la phosphorylation induite par le signal leptine de STAT3 (pour signal transducer and 

activator of transcription γ) dans l’hypothalamus (Figure 45). δ’immunoréactivité de STATγ 
phosphorylé, induite par la leptine dans les tanycytes, est observée dès 5 minutes après 

l’injection intrapéritonéale de leptine à la fois dans leurs prolongements et dans leurs noyaux 
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cellulaires (Figure 45) (Balland et al., 2014). La perte de la capacité de la leptine à activer les 

voies de signalisations intracellulaires chez les souris db/db mutées pour l’isoforme OB-Rb 

cause une accumulation de la leptine dans l’éminence médiane (Balland et al., 2014). Cela 

suggère que la leptine captée par les tanycytes de l’éminence médiane chez les souris mutées 

db/db n’est pas relarguée dans le troisième ventricule et reste piégée dans les tanycytes (Balland 

et al., 2014). Donc après son internalisation par les prolongements tanycytaires de l’éminence 
médiane, la leptine est transportée vers le pôle apical des tanycytes et relarguée dans le 3e 

ventricule suite à l’activation intracellulaire de la voie ERK (pour extracellular-signalregulated 

kinase). De là, la leptine atteint l’hypothalamus pour ensuite diffuser librement dans le noyau 
arqué ainsi que dans les structures cérébrales profondes entourant les ventricules (Balland et 

al., 2014). δ’activation pharmacologique de la voie de signalisation ERK des tanycytes est 

capable de restaurer la translocation de la leptine exogène de l’éminence médiane vers 
l’hypothalamus chez les souris db/db. Il serait donc envisageable, pour restaurer le transport de 

la leptine au cours d’une résistance dont la cause serait une anomalie de son transport à travers 
la BHE vers le LCR, de mettre au point des traitements pharmacologiques faisant intervenir des 

molécules capables d’activer cette voie de signalisation ERK spécifiquement dans les 

tanycytes, permettant ainsi de restaurer l’effet central de la leptine.  
 

B 

A 



Chapitre 4: Les systèmes de neurotransmission susceptibles de potentialiser la réponse ventilatoire à 
l’hypercapnie 

– Le système leptinergique  

– 125 – 

Figure 45 : Le transport de la leptine à travers la barrière hémato-encéphalique par 
trancytose 
A. Photomicrographies représentatives montrant STAT3 phosphorylé (p-STAT3, rouge) dans 
l’éminence médiane (εE) de souris sauvages adultes 5, 15 et 45 minutes après injection intra-
péritonéale de leptine. Les pointes de flèche blanches et noires indiquent respectivement 
pSTAT3-IR dans les corps cellulaires de tanycytes bordant le sol du 3ème ventricule (3V) et 
leurs prolongements cytoplasmiques en contact avec la surface piale (astérisque). Les flèches 
montrent des neurones immunoréactifs pour HuC/D, marqueur neuronal (vert) et pSTAT3 
(rouge). D’après (Balland et al., 2014). B. Représentation schématique retraçant les grandes 
étapes du transport de la leptine à travers la BHE par trancytose. La leptine circulante se lie à 
ses récepteurs situés sur les extensions podales des tanycytes à partir des vaisseaux sanguins du 
système porte hypothalamo-hypophysaire dont l’endothélium a la particularité d’être fenêtré 
(étape 1). Lors de son parcours dans le tanycyte, la leptine active une voie de signalisation ERK 
(étape 2) qui enclenche sa libération dans le liquide céphalorachidien (étape 3). La leptine peut 
alors exercer son action dans les zones encéphaliques qui expriment son récepteur (étape 4). 
D’après (Florent et al., 2017). 

La sécrétion de leptine est soumise à diverses régulations et il est très difficile de les 

classer en fonction de leur importance car celle-ci dépend de l’état physiologique de 
l’organisme ainsi que des fonctions biologiques étudiées. De nombreuses revues les répertorient 

et nous n’en donnerons ici qu’une liste non exhaustive (Margetic et al., 2002). De plus, il ne 

faut pas oublier que si la leptine est synthétisée principalement par les adipocytes, il existe une 

synthèse ectopique de ce messager chimique dans de nombreux tissus, dont la régulation est 

certainement tissu-dépendants. Au niveau du tissu adipeux, de nombreux facteurs régulant la 

synthèse de leptine ont été répertoriés (Margetic et al., 2002). Cette sécrétion est sensible aux 

statuts nutritionnel, physiologique et hormonal (Ahima & Flier, 2000, Gautron & Elmquist, 

2011). Ainsi, chez le rongeur et l’Homme, une restriction alimentaire ou une période de jeûne 
induiront une diminution de la sécrétion de leptine tandis que la prise de nourriture et la 

suralimentation induiront une stimulation de la production de leptine (Porte et al., 1998). 

δ’insuline est l’un des facteurs hormonaux stimulant la production de leptine (Ceddia et al., 

1998) ; les hormones stéroïdes sexuelles en sont un autre exemple. En effet, chez l'Homme, 

elles modulent l'expression et la sécrétion de leptine. Un rôle stimulateur joué par les 

œstrogènes et un rôle inhibiteur joué par les androgènes sur les concentrations de leptine 
circulante ont été observés dans une étude menée chez des sujets transsexuels (Elbers et al., 

1997). De plus, une corrélation négative entre leptinémie et testostéronémie a été notée (Vettor 

et al., 1997). Ceci concorde avec des résultats in vitro montrant une diminution importante de 

la sécrétion de leptine par des adipocytes humains traités avec de la testostérone (Wabitsch et 

al., 1997). Cette régulation par les hormones sexuelles est probablement à l'origine d'une 

leptinémie plus élevée chez les femmes, indépendamment de leur indice de masse corporelle. 

En effet, il a été rapporté que la leptinémie est augmentée chez la femme comparée à l'homme, 

même à masse grasse égale (Wabitsch et al., 1997, Licinio et al., 1998, Ongphiphadhanakul et 

al., 1999, Al Maskari & Alnaqdy, 2006). Lorsque les taux de leptine sont exprimés en fonction 
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de l’adiposité corporelle, les femmes ont des taux plus élevés que les hommes. Ceci pourrait 
être dû aux différences dans la distribution et le type de tissus adipeux entre les deux sexes. 

D’autre part, la sécrétion de leptine par le tissu adipeux dépend du rythme circadien diurne 

(Saladin et al., 1995, Sinha et al., 1996, Schoeller et al., 1997, Saad et al., 1998, Pu et al., 2000, 

Kalra et al., 2003). Effectivement, la sécrétion de leptine est plus importante durant la phase 

d’obscurité du cycle nycthéméral, ce qui correspond à la période d’activité pour les rongeurs et 
à l’inverse, à la période de sommeil pour l’Homme (Saladin et al., 1995, Sinha et al., 1996. 

Chez les rongeurs, l'hypersécrétion de leptine se produit en phase d’obscurité du cycle 
nycthéméral, ce qui correspond à leur phase d’activité {Xu, 1999 #744β, Pu et al., β000, Kalra 
et al., 2003). En effet, δ’augmentation de leptine plasmatique est donc associée avec le début 

de la prise alimentaire. Cette hypersécrétion durant la phase d’éveil est abolie par le jeûne chez 
les rongeurs (Saladin et al., 1995). Contrairement à ce qui est observé chez les rongeurs, le taux 

plasmatique de leptine est plus élevé durant la phase de sommeil chez l’humain (Licinio et al., 

1997, Licinio et al., 1998). δ’augmentation nocturne de cette hormone est corrélée avec la 

rythmicité et l’heure de la prise alimentaire précédente (Schoeller et al., 1997). Le rôle de cette 

rythmicité biologique dans le contrôle central de la prise alimentaire est pour l’instant mal 
défini. Elle pourrait intervenir dans la régulation au niveau périphérique d’autres acteurs 

moléculaires (comme la ghréline) impliqués dans les diverses fonctions de la leptine (Kalra et 

al., 2003). De plus, à ces variations circadiennes se surimposent des pulsations irrégulières de 

la concentration plasmatique de leptine. La sécrétion de leptine par les adipocytes n’est donc 
pas continue mais pulsatile, caractérisée par des pics de sécrétion de faible amplitude mais de 

fréquence élevée (Licinio et al., 1997, Bagnasco et al., 2002). Sur une échelle de temps plus 

importante, cette sécrétion varie aussi en fonction de l’âge (Zhao et al., 2002). Enfin, un pic de 

leptine postnatal a été mis en évidence chez la souris (Ahima et al., 1998). Ce pic semble 

important pour le déclenchement de la puberté ainsi que pour le développement des connexions 

hypothalamiques régulant la prise alimentaire (Bouret, 2008).  

δa leptine participe à la régulation d’un panel de fonctions que nous décrirons 
succinctement dans la suite du manuscrit.  

c. Principaux effets biologiques 

La leptine a été considérée pendant quelques années comme une hormone « anti-

obésité » en jouant un rôle clé dans la régulation du poids corporel (Ahima et al., 1996, Elmquist 

et al., 1999, Ahima & Flier, 2000, Ahima, 2000). A la lumière de nombreux travaux qui 

démontrent un profil d’expression ubiquitaire de son récepteur, cette conception initiale a été 
révisée en laissant entrevoir son rôle au niveau de nombreux tissus et organes dans la régulation 

de processus physiologiques variés (Margetic et al., 2002, Deck et al., 2017). δa leptine s’avère 
être aussi impliquée dans le contrôle de la ventilation, nous le détaillerons dans un paragraphe 

dédié à la description de ce rôle. 
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- Périphériques 

La leptine régule la balance énergétique, équilibre entre prise alimentaire et dépense 

énergétique, principalement en diminuant la prise alimentaire, en modulant la production de 

neurotransmetteurs dans l’hypothalamus, en augmentant la dépense énergétique et en 
contrôlant certaines sécrétions hormonales (Satoh et al., 1997, Schwartz et al., 1996b, Elmquist 

et al., 1999, Ahima & Flier, 2000, Morrison, 2004, Morrison et al., 2005, Myers & Simerly, 

2010). Au contrôle de l’homéostasie énergétique, se sont rajoutés de nombreux autres effets 

biologiques de la leptine, notamment sur la fonction de reproduction (Margetic et al., 2002, 

Moschos et al., 2002), la régulation de la réponse immunitaire (Bennett et al., 1996, Mikhail et 

al., 1997, Gainsford & Alexander, 1999, Fantuzzi & Faggioni, 2000), la régulation de la masse 

osseuse (Reid & Comish, 2004). La liste des multiples fonctions périphériques de la leptine est 

loin d’être exhaustive, elle a pour simple ambition d’illustrer l’étendue et l’importance de ses 
actions dans la régulation de processus physiologiques majeurs. Deux revues de la littérature 

offrent un aperçu des effets périphériques relayés par la leptine qui ne sont pas cités dans ce 

manuscrit (Margetic et al., 2002, Deck et al., 2017). 

- Centraux 

Outre la régulation centrale de l’homéostasie énergétique, la leptine intervient dans des 

processus de plasticité synaptique, notamment dans certaines régions encéphaliques telles que 

l’hypothalamus, le cortex cérébral, l’hippocampe ou encore le cervelet. δ’implication de la 
leptine dans le contrôle de certains processus cognitifs a été mise en évidence in vivo chez le 

rongeur dans des modèles d’obésité où le système leptinergique est rendu muet (Harvey, 2007). 

En effet, l’invalidation du gène db (ou lepr) codant pour le récepteur à la leptine chez les souris 

db/db ainsi que chez les rats Zucker est liée à des déficits d’apprentissages (Ohta et al., 2003, 

Winocur et al., 2005). Des études ont montré que la leptine pourrait influencer les performances 

mnésiques et les capacités d’apprentissage en modifiant la structure et l’excitabilité des 
neurones ainsi que la survie et la prolifération cellulaire (Harvey, 2007). Plus précisément, la 

leptine pourrait agir localement au niveau de la synapse (Harvey, 2007) pour réguler le 

fonctionnement du récepteur au glutamate NMDA (Shanley et al., 2001) et des canaux 

potassiques de large conductance (Oomura et al., 2006), permettant ainsi de moduler les 

processus de potentialisation (LTP) et dépression (LTD) à long terme (Li et al., 2002). La 

leptine semble aussi capable de moduler la structure des neurones hypothalamiques et extra-

hypothalamiques en favorisant notamment la croissance et l’arborisation neuritique (Oldreive 

et al., 2008) et en modulant la morphogenèse du cône de croissance (Valerio et al., 2006). Il 

semblerait aussi que la morphologie des astrocytes hypothalamiques soit modifiée suite à des 

injections intra-cérébro-ventriculaires de leptine (Garcia-Caceres et al., 2011). Dernièrement, 

une étude a démontré que la délétion conditionnelle des récepteurs de la leptine exprimés dans 

les astrocytes hypothalamiques entraîne une modification de la morphologie astrocytaire, une 

diminution de la couverture astrocytaire et un changement du nombre et du type de synapses 
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au niveau des neurones POMC (pour pro-opiomélanocortine) et NPY (pour neuropeptide Y) du 

noyau arqué. La suppression de la prise alimentaire induite par la leptine a été diminuée chez 

ces souris. Ces données dévoilent un rôle actif des cellules gliales dans l'initiation de la plasticité 

synaptique hypothalamique et le contrôle central de l'alimentation (Kim et al., 2014a). Enfin, 

la leptine agit aussi comme un agent neuroprotecteur en favorisant la survie neuronale et la 

prolifération cellulaire (Signore et al., 2008), fonction particulièrement primordiale lors des 

périodes de développement des structures encéphaliques. 

2. Les récepteurs à la leptine 

Physiologiquement, la leptine agit en se fixant sur son récepteur. Cette liaison est 

responsable des différents effets précités de la leptine. En 1995, Tartaglia et collaborateurs 

(Tartaglia et al., 1995) identifient sur le chromosome 4 le gène murin du récepteur de la leptine, 

diabetes (db ou encore lepr), à partir des cellules des plexus choroïdes. Par la suite, le gène db 

sera localisé chez l’Homme dans la région du chromosome 1. Il existe une homologie 
importante entre les récepteurs murins et humains, 78% pour le domaine extracellulaire et 71% 

pour le domaine intracellulaire (Tartaglia, 1997). Le récepteur de la leptine appartient à la 

famille des récepteurs de cytokines de classe 1 contenant notamment les récepteurs aux 

interleukines β, γ, 4, 6, 7, à la prolactine et à l’Epo (Bazan, 1989). Six isoformes différentes du 

récepteur à la leptine nommées d’Ob-Ra à Ob-Rf ont été mises en évidence et sont produites 

par épissage alternatif à partir du gène db (Figure 46) (Wang et al., 1996). Cinq isoformes ont 

un domaine transmembranaire tandis que l’isoforme Ob-Re, sans domaine ni transmembranaire 

ni intracellulaire, correspond à un récepteur soluble circulant (Figure 46) (Lee et al., 1996, 

Friedman & Halaas, 1998). Les différentes isoformes du récepteur de la leptine possèdent un 

domaine extracellulaire commun de 816 acides aminés en position N-terminale comportant le 

site de liaison de la leptine (Fong et al., 1998). Le segment transmembranaire ainsi que le 

domaine intracellulaire C-terminal du récepteur permettent de classer les différentes isoformes 
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en trois catégories i.e. une isoforme longue (Ob-Rb), des isoformes courtes (Ob-Ra,c,d,f) et une 

isoforme soluble (Ob-Re) (Figure 46) (Ahima & Flier, 2000). 

Figure 46 : Structure des 6 isoformes du récepteur Ob-R chez la souris 
Les différentes isoformes du récepteur de la leptine possèdent un domaine extracellulaire 
commun comportant le site de liaison de la leptine. Cinq isoformes (longues et courtes) ont un 
domaine transmembranaire identique tandis qu’une isoforme (forme soluble) ne possède ni 
domaine transmembranaire ni domaine intracellulaire. (Fong et al., 1998). Seul le domaine 
intracellulaire de la forme longue du récepteur contient tous les motifs protéiques capables 
d'activer la voie de transduction du signal (Box1, Box2 ici non représenté, Box3) ainsi que trois 
tyrosines conservées correspondant aux positions Y985, Y1077 et Y1138. Les formes courtes 
possèdent un domaine intracellulaire tronqué, dépossédé des motifs Box2 et Box3 et sont donc 
moins capables d’activer les voies de signalisation induites par la fixation de la leptine. Adaptée 
d’après (Schaab & Kratzsch, 2015). 

a. Le récepteur membranaire à la leptine (Ob-R) 

Nous regroupons dans ce paragraphe les isoformes courtes et l’isoforme longue car elles 
ont la particularité de posséder en commun le domaine extracellulaire de 816 acides aminés en 

position N-terminale comportant le site de liaison de la leptine et le domaine transmembranaire 

de 34 acides aminés. En revanche, leur domaine intracellulaire C-terminal est variable (Figure 

46).  

L’isoforme longue Ob-Rb 

- Description 

Chen et collaborateurs ont pu isoler l’isoforme longue de Ob-R, l’Ob-Rb (Chen et al., 

1996). Le domaine intracellulaire C-terminal est composé de 302 acides aminés. Cette isoforme 
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est la seule à posséder un domaine intracellulaire complet, comportant les motifs nécessaires à 

la fixation des protéines JAK (Janus Kinase) et STAT (Signal Transducer and Activator of 

Transcription) et donc à la transduction du signal. La mutation de cette isoforme retrouvée chez 

les souris db/db (Lee et al., 1996, Chen et al., 1996) conduit à l’obésité et à une déficience de 

la voie de signalisation « Signal Transducer and Activator of Transcription » (STAT) induite 

par la leptine (Ghilardi et al., 1996), suggérant son rôle prépondérant dans l’établissement des 
voies de signalisation induites par la leptine. Ob-Rb peut donc être considérée comme 

l’isoforme la plus importante du récepteur de la leptine.  

- Mécanisme d’action 

Ob-Rb ne possède pas d’activité kinase intrinsèque comme tous les récepteurs aux 
cytokines de type 1. La présence de protéines tyrosines kinases constitutivement associées au 

récepteur est donc nécessaire à la transduction du signal (Baumann et al., 1996, Devaskar et 

al., 1997). Ce sont les protéines JAK-2 (Janus Kinase 2) qui remplissent ce rôle. En effet, Ob-

Rb possède au niveau de son domaine intracellulaire des domaines de liaisons aux protéines 

kinases JAK-β ainsi qu’aux protéines STATγ (Signal Transducer and Activator of 

Transcription), toutes deux impliquées dans la cascade de signalisation décrite (Baumann et al., 

1996, Bahrenberg et al., 2002). Bien qu’initialement Ob-Rb soit considérée comme la seule 

isoforme capable d’activer les voies de signalisation induites par la leptine, des études ont 
montré que l’isoforme courte pouvait également participer à la régulation de ces voies mais 

cela reste encore à ce jour controversé. En absence de leptine, les Ob-Rb sont présentes au 

niveau de la membrane plasmique sous la forme de monomères ou d’homodimères. Quand la 
leptine est présente, elle interagit avec Ob-Rb selon une stœchiométrie de 1:1, conduisant à la 
formation de complexes tétramériques récepteur-ligand (Devos et al., 1997) composés de deux 

molécules de leptine et de deux molécules d’Ob-Rb. La dimérisation du récepteur par la fixation 

de la leptine induit un changement conformationnel de ce dernier permettant l’activation des 
protéines JAK par transphosphorylation (Ihle & Kerr, 1995, Ihle et al., 1998, Couturier & 

Jockers, 2003, Biener et al., 2005, Niv-Spector et al., 2005). La transduction du signal de la 

leptine est majoritairement médiée par la protéine JAK2 (Ghilardi et al., 1996, Ghilardi & 

Skoda, 1997, Bjorbaek et al., 1997, Bjorbaek & Kahn, 2004) ainsi que par JAK1 dans une 

moindre mesure (Bjorbaek et al., 1997). Une fois activées, les protéines JAKs phosphorylent le 

domaine intracellulaire du récepteur au niveau de plusieurs résidus tyrosine. Chaque tyrosine 

phosphorylée permet le recrutement de protéines adaptatrices spécifiques et ainsi l’initiation 
des différentes voies de signalisation comme JAK2/STAT3 qui est particulièrement impliquée 

dans la régulation de la prise alimentaire par la leptine au niveau hypothalamique mais aussi les 

voies IRS/PI3K (Insulin Receptor Substrate/Phosphatidylinositol-3 Kinase) (Benomar et al., 

2005a, Benomar et al., 2005b, Bjorbaek et al., 1997, Niswender et al., 2004) et la voie des 

MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) (Bjorbaek et al., 1997). 
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- Localisation 

A l’origine, l’isoforme Ob-Rb a exclusivement été décrite dans le SNC (Couce et al., 

1997), par opposition aux isoformes courtes, décrites en périphérie. Depuis, une expression 

d’Ob-Rb à un niveau faible (Chen et al., 1999) a aussi été mise en évidence au niveau d’organes 
périphériques tels que le tissu adipeux, les glandes médullosurrénales, les reins, les poumons, 

le cœur, les muscles, les intestins, le pancréas, le foie, la glande mammaire et le placenta (Fei 

et al., 1997, Tsuchiya et al., 1999, Hoggard et al., 2000, Kim et al., 2000).  

Au niveau du SNC, cette isoforme est majoritairement exprimée par l’hypothalamus, 
l’hippocampe, le cortex frontal, le thalamus, le cervelet, l’amygdale et la substance noire ou 
encore certains noyaux du tronc cérébral (Mercer et al., 1996, Elmquist et al., 1998, Elmquist 

et al., 1997, Hakansson et al., 1998, Grill et al., 2002, Funahashi et al., 2003, Burgos-Ramos et 

al., 2010).  Au sein de l’hypothalamus, Ob-Rb est majoritairement exprimé par les neurones 

orexigènes et anorexigènes du noyau arqué (Mercer et al., 1996, Cheung et al., 1997, Schwartz 

et al., 1997, Elmquist et al., 1998, Baskin et al., 1999, van den Top et al., 2004), des noyaux 

dorso- et ventro-médians (Funahashi et al., 1999) ainsi que de l’aire hypothalamique latérale 

(Leinninger et al., 2009, Leinninger, 2011), du noyau paraventriculaire (Mercer et al., 1996, 

Hakansson et al., 1998, Scott et al., 2009), du noyau supra-optique (Hakansson et al., 1998) et 

du noyau prémamillaire ventral (Donato et al., 2011). Au sein du tronc cérébral, Ob-Rb peut 

être exprimé au niveau du noyau du tractus solitaire, du noyau parabrachial, du locus coeruleus, 

de la partie rostrale du bulbe ventro-latéral et du complexe de Bötzinger (Elias et al., 2000, Grill 

et al., 2002, Grill & Hayes, 2009, Bassi et al., 2012, Bassi et al., 2016). δ’isoforme Ob-Rb est 

physiologiquement fonctionnelle dans le tronc cérébral ainsi que dans l'hypothalamus (Hosoi 

et al., 2002). Autant de structures hypothalamiques et du tronc cérébral impliquées dans la CCR 

et sa modulation laissant présager un rôle non négligeable de la leptine dans la genèse de la 

ventilation et de sa modulation. 

Les astrocytes expriment aussi Ob-Rb, suggérant l’importance de ce type cellulaire dans 
la régulation centrale leptinergique (Pan et al., 2008, Hsuchou et al., 2009a, Hsuchou et al., 

2009b, Pan et al., 2011, Kim et al., 2014a). 

Les isoformes courtes Ob-Ra, c, d, f 

- Description 

Ob-Ra, c, d et f, sont les isoformes courtes du récepteur. Elles possèdent un domaine 

intracellulaire C-terminal tronqué de 30 à 40 acides aminés par rapport à la forme longue Ob-

Rb qui en possède γ0β. Ce sont les travaux de Tartaglia qui ont les premiers caractérisé l’une 
des isoformes du récepteur de la leptine, Ob-Ra dans le plexus choroïde de souris (Tartaglia et 

al., 1995). Ces isoformes sont parfois présentées comme des transporteurs potentiels de la 

leptine à travers la barrière hémato-encéphalique (Tartaglia et al., 1995, Banks et al., 1996, 

Hileman et al., 2002, Bouret, 2008). Les mécanismes de transport de la leptine depuis la 
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périphérie jusqu’au SNC ne sont pas encore totalement décryptés et seront présentés dans le 

paragraphe suivant. Les autres isoformes pourraient jouer un rôle non seulement de transport 

de la leptine mais aussi de clairance et de relargage de leptine (Tartaglia, 1997). Le fait que leur 

domaine intracellulaire soit réduit par rapport à l’isoforme longue Ob-Rb soulève un doute 

concernant leur capacité à activer les voies de signalisation induites par la fixation de la leptine. 

Certaines études ont montré qu’Ob-Ra était capable d’activer la voie de signalisation MAPK 

(Bjorbaek et al., 1997, Yamashita et al., 1998) tandis que d’autres auteurs supposent qu’Ob-Ra 

ne possède pas les motifs intracellulaires nécessaires à l’activation des JAKs (Kloek et al., 

2002). 

- Mécanisme d’action 

Des injections intraveineuses de leptine radio-marquée ont permis de caractériser son 

transport du compartiment sanguin dans lequel elle circule partiellement liée à la forme soluble 

de son récepteur ou aux protéines plasmatiques, (Bouret, 2008, Lammert et al., 2001) vers le 

SNC. Ces études ont montré qu’en conditions physiologiques, la leptine est transportée selon 
un mécanisme unidirectionnel et partiellement saturable (Banks et al., 1996, Banks et al., 1999, 

Burguera et al., 2000). Après analyse des autoradiogrammes, un marquage est présent au niveau 

du noyau arqué, de l’éminence médiane et des plexus choroïdes, structures identifiées pour leur 

implication dans le transport de la leptine (Maresh et al., 2001, Banks & Lebel, 2002, Banks, 

2004). Au niveau moléculaire, des études menées in vitro et in vivo ont suggéré que la leptine 

pénètrerait dans ces structures par l’intermédiaire d’un transporteur (Banks et al., 1996, Maresh 

et al., 2001). Deux protéines pourraient être candidates i.e. la forme tronquée du récepteur de 

la leptine, Ob-Ra, qui est exprimée dans les plexus choroïdes (Tartaglia et al., 1995, Devos et 

al., 1996), les micro-vaisseaux de la BHE (Kastin et al., 1999, Kastin & Pan, 2000, Hileman et 

al., 2002) et l’éminence médiane (Balland et al., 2014) et la mégaline, protéine impliquée dans 

les processus d’endocytose et exprimée par les plexus choroïdes (Dietrich et al., 2008). La 

leptine traverserait la BHE probablement par endocytose médiée à partir du récepteur Ob-Ra 

(liaison et internalisation de la leptine). En l’état actuel des connaissances, les mécanismes de 
transport de la leptine depuis la périphérie jusqu’au SNC sont très peu décrits mais représentent 

un sujet d’étude essentiel à la compréhension de désordres métaboliques tels que l’obésité ou 
la leptino-résistance (Couce et al., 2001, Banks & Farrell, 2003, Balland et al., 2014). 

- Localisation 

δes isoformes courtes d’Ob-R ont une vaste distribution tissulaire et sont 

essentiellement exprimées au niveau des tissus périphériques comme les poumons, les reins, 

les gonades, le tissu adipeux, l’endothélium vasculaire, le foie, la rate, le rein, l’estomac 
(Lollmann et al., 1997). Au niveau central, Ob-Ra et Ob-Rc sont présents au niveau des plexus 

choroïdes, de l’éminence médiane ainsi que des micro-vaisseaux de la BHE et dans 

l’hypothalamus (Tartaglia et al., 1995, Hileman et al., 2002). 
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b. Le récepteur soluble à la leptine (sOb-R) – L’isoforme Ob-Re 

- Description 

δ’isoforme Ob-Re est dépourvue du domaine transmembranaire et du domaine 

intracellulaire C-terminal mais possède le domaine extracellulaire N-terminal de liaison à 

leptine de 816 acides aminés (Figure 46, page 129) (Ahima & Flier, 2000). Il est donc capable 

de fixer la leptine mais n’a pas la capacité d’activer les voies de signalisation leptinergiques. 

- Mécanisme d’action 

Ce récepteur circulant ou soluble est qualifié de protéine de liaison de la leptine (Li et 

al., 1998, Lammert et al., 2001). Ses principales fonctions proposées seraient de stabiliser la 

leptine plasmatique, de réguler la proportion de leptine libre dans le plasma et donc son action 

biologique (Lou et al., 2010). Une autre hypothèse présente Ob-Re comme un antagoniste au 

passage de la leptine par la barrière hémato-encéphalique, la piégeant ainsi dans le 

compartiment plasmatique (Pan et al., 2008, Tu et al., 2008). δ’ARNm codant pour Ob-Re est 

présent chez la souris et le rat mais aucun ARNm correspondant n’a été découvert chez 
l’Homme alors que la protéine Ob-Re est bien présente dans le plasma (Chua et al., 1997). Ob-

Re humain n’est donc pas produit par épissage alternatif. Différentes études ont suggéré que la 

forme humaine d’Ob-Re résulterait d’un clivage protéolytique d’Ob-Ra ou d’Ob-Rb au niveau 

de leur domaine extracellulaire (Maamra et al., 2001, Ge et al., 2002). Ce processus de clivage 

pourrait jouer un rôle majeur dans le contrôle des effets physiologiques assurés par la leptine. 

En effet, des études chez l’Homme ont montré que l’obésité est associée à une baisse d’Ob-Re 

circulant dans le plasma tandis qu’une perte de poids est associée à son augmentation (van 

Dielen et al., 2002). A l’inverse, d’autres études n’ont montré aucune différence dans la 
concentration plasmatique d’Ob-Re chez les patients obèses, cependant ceux-ci présentaient 

environ 75% d’Ob-Re lié à la leptine, contre seulement 33% chez les sujets sains. Dans tous les 

cas, la majorité de la leptine circule sous forme libre chez les individus obèses (Wu et al., 2002). 

- Localisation 

δ’isoforme Ob-Re est libre dans le plasma. Elle est exprimée par les plexus choroïdes 

au niveau central et par le foie, les poumons, le cœur, la rate, les reins ou encore les testicules 
au niveau périphérique (Lollmann et al., 1997). 

3. La leptine et la ventilation 

La plupart des études animales et humaines portant sur les effets ventilatoires de la 

leptine ont été réalisées en utilisant le modèle murin déficient en leptine (ob/ob) ou des sujets 

atteints du syndrome d'hypoventilation associé à l’obésité (OHS) (Yee et al., 2006, Campo et 

al., 2007, Redolfi et al., 2007, Phipps et al., 2002) car cette pathologie décrit un phénotype 
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ventilatoire similaire aux souris ob/ob. Ces différentes études convergent vers l’hypothèse que 
la leptine est un stimulant respiratoire indépendamment du poids. 

a. Effet sur la ventilation de base 

Les souris ob/ob déficientes en leptine présentent une hyperphagie, une obésité morbide, 

un diabète, des anomalies neuroendocriniennes et une infertilité (Lindstrom, 2007). D’un point 
de vue du phénotype ventilatoire, ces souris ont une ventilation caractérisée par une 

hypoventilation et une diminution de la réponse ventilatoire au CO2 (Figure 47). En effet, leur 

V̇E basale et en condition hypercapnique, même si significativement plus élevée par rapport à 

des souris sauvages, demeure plus faible que chez des individus de même poids (Tankersley et 

al., 1996, Tankersley et al., 1998, O'Donnell et al., 1999, O'Donnell et al., 2000, Groeben et al., 

2004). En effet, ces modifications ventilatoires observées chez les souris ob/ob ne sont pas 

présentes chez des souris sauvages où les voies leptinergiques ne sont pas altérées mais qui sont 

rendues obèses par un régime riche en graisses. Les souris WT obèses ont donc un phénotype 

ventilatoire adapté à leurs conditions physiologiques à l’inverse des souris ob/ob. En effet, 

l’augmentation de la masse corporelle chez des souris obèses entraîne une augmentation de 

leurs besoins métaboliques (i.e. consommation O2 et production CO2) et donc une augmentation 

de la ventilation par rapport à des sujets non obèses dont les besoins métaboliques sont 

moindres, permettant ainsi le maintien de leur homéostasie. Cela est à mettre en relation avec 

l’augmentation de leur concentration plasmatique en leptine par rapport aux souris WT non 

obèses et sous-tend l’implication de la leptine dans la stimulation de la ventilation permettant 

de répondre aux exigences mécaniques et métaboliques imposées par l'obésité sur le système 

respiratoire. Cette élévation du régime ventilatoire observée également chez les souris ob/ob ne 

leur permet de maintenir une homéostasie car elle est insuffisante par rapport à des souris 

sauvages obèses. Les souris ob/ob ont une diminution de la réponse ventilatoire à l’hypercapnie 

avant la survenue de l’obésité caractéristique de l’âge adulte, ce qui est un argument en faveur 
d’un rôle propre de la déficience en leptine sur le système ventilatoire (Tankersley et al., 1996, 

Malli et al., 2010). Elles développent par la suite un régime ventilatoire rapide en augmentant 

leur poids corporel (Tankersley et al., 1996). δ’administration prolongée de leptine empêche 
les modifications de ce régime ventilatoire (Tankersley et al., 1998). δ’administration en aiguë 
de la leptine augmente la ventilation basale et le réponse ventilatoire à l’hypercapnie à l’éveil 
et durant le sommeil (Figure 47) (O'Donnell et al., 1999). 
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Figure 47 : Phénotype ventilatoire 
des souris ob/ob 

Chez une souris ob/ob adulte, la 
réponse ventilatoire à l’augmentation 
croissante du taux de CO2 inspiré est 
atténuée dans les trois états de 
sommeil lent (NREM), paradoxal 
(REε) et à l’éveil, comparée à celle 
d’une souris sauvage adulte. Les 
souris ob/ob hypoventilent car leurs 
PaCO2 et PaO2 sont respectivement 
augmentées et diminuées 
significativement par rapport à des 
souris sauvages. *P< 0,001 ob/ob 
versus sauvages. D’après (O'Donnell 
et al., 1999)  

En effet, l’hypothèse d’une action directe et centrale de la leptine sur le phénotype 
ventilatoire est confirmée par la supplémentation systémique ou centrale en leptine chez les 

souris ob/ob. δ’injection systémique en continu pendant 3 jours, via une mini pompe osmotique 

implantée à des souris ob/ob, rétablit une ventilation normale en condition basale sans variation 

du poids corporel, ce qui est un argument supplémentaire en faveur d’un rôle indépendant des 
modifications de la masse corporelle (Figure 48) (O'Donnell et al., 1999). De plus, une injection 

de leptine au niveau du quatrième ventricule provoque la récupération d’un phénotype 
ventilatoire homéostatique chez les souris ob/ob (Bassi et al., 2012). Aussi, une perfusion 

intraveineuse de leptine pendant 60 min a provoqué une augmentation durable de l'amplitude 

du signal électrique enregistrée au niveau du nerf phrénique chez des rats, soutenant le rôle de 

la leptine comme facilitateur de la ventilation (Chang et al., 2013). Dès que la supplémentation 

en leptine cesse, les souris ob/ob retrouvent leur phénotype ventilatoire caractéristique, à savoir 

une hypoventilation et une diminution de la réponse ventilatoire à l’hypercapnie. 
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Figure 48 : Effet d’une supplémentation en leptine sur la ventilation des souris ob/ob 
A gauche, représentation graphique montrant l’effet de 3 jours de perfusion de leptine à 30 
mg/jour sur la prise alimentaire et le poids de souris ob/ob et sauvages. Les flèches vers le haut 
indiquent les jours où les variables ventilatoires ont été collectées. A droite, représentation 
graphique de la réponse ventilatoire à l’augmentation croissante du taux de CO2 inspiré chez 
des souris ob/ob avant, pendant et après la supplémentation en leptine lors du sommeil lent 
(NREM), paradoxal (REM) et à l’éveil. La perfusion de leptine stimule la ventilation chez les 
souris ob/ob à tous les taux de CO2 inspiré et dans tous les états de vigilance par rapport aux 
conditions de contrôle et de récupération. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 control versus 

recovery. D’après (O'Donnell et al., 1999) 

δ’ensemble de ces résultats suggère que la leptine est un puissant stimulant ventilatoire 

réversible et indépendant du poids en condition basale dont l’action est centrale. Son action 
semblerait intervenir à court terme puisque les effets sont observables quelques minutes après 

une supplémentation. 

b. Effet sur la réponse ventilatoire à l’hypercapnie 

Les souris ob/ob présentent également, nous l’avons vu, une réponse ventilatoire 
hypercapnique réduite qui est corrigée par une supplémentation systémique ou centrale en 

leptine (Figure 47, page 135 et Figure 48) (Tankersley et al., 1996, Tankersley et al., 1998, 

O'Donnell et al., 1999, O'Donnell et al., 2000, Bassi et al., 2012, Bassi et al., 2014). La leptine 

semble donc être également un stimulant de la réponse ventilatoire à l’hypercapnie. Cependant, 

la cause de l’obésité chez les souris ob/ob est différente de celle chez l’humain qui est 
fréquemment associée à une hyperleptinémie (Malli et al., 2010, Caro et al., 1996a). Il existe 

quelques rares cas humains de déficience en leptine, à l’origine d’une obésité morbide et d’un 
phénotype ventilatoire altéré caractérisé par une hypoventilation et une diminution de la 

réponse ventilatoire à l’hypercapnie, décrit dans littérature (Montague et al., 1997). 

Récemment, de jeunes patients présentant une déficience congénitale en leptine avec un 

phénotype ventilatoire similaire à celui décrit chez les souris ob/ob ont été traités avec de la 
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leptine recombinante. Une restitution d’un phénotype ventilatoire homéostatique a été observée 
avec une augmentation du V̇E basal et une amélioration de la réponse ventilatoire à 

l’hypercapnie (Lucaccioni et al., 2015). Contrairement aux attentes, les patients OHS avaient 

souvent des niveaux élevés de leptine par rapport aux patients sains (Caro et al., 1996a, Phipps 

et al., 2002, Shimura et al., 2005, Yee et al., 2006, Campo et al., 2007, Malli et al., 2010). En 

effet, chez des sujets obèses à IMC égal, le taux de leptine plasmatique est augmenté par rapport 

à des sujets non obèses et suit la même tendance que la PaCO2 (Maffei et al., 1995, Considine 

et al., 1996). La mesure de la réponse ventilatoire au CO2 et celle de la pression d’occlusion 
P0,1 mesurée à l’ouverture des voies aériennes supérieures, deux tests évaluant l’adaptation de 
la CCR au stimulus CO2, est altérée chez des sujets OHS mais se corrige après la mise en route 

d’une assistance ventilatoire (VNI) (Redolfi et al., 2007). δors de la mise en route d’un 
traitement par ventilation non invasive (VNI) visant à corriger l’hypoventilation de ces patients, 
deux variations opposées de la concentration plasmatique en leptine ont été mises en évidence. 

Ainsi, les patients OHS qui améliorent l’hypoventilation sous VNI présentent soit un taux 
plasmatique de leptine réduit (Yee et al., 2006) soit une augmentation du taux de leptine 

plasmatique (Redolfi et al., 2007) par rapport aux patients OHS sans VNI. Deux mécanismes 

pouvant expliquer ces différences ou ces incohérences sont alors décrits. D’une part une 
résistance périphérique à la leptine et d’autre part une carence en leptine. Dans le cas d’une 
résistance à la leptine, les patients présentent avant la mise en place de la VNI des taux de 

leptine largement supérieurs à ceux de sujets obèses eucapniques à IMC équivalent. Cette 

augmentation des taux de leptine, décrite précédemment comme stimulant respiratoire, pourrait 

être un mécanisme mis en place afin de contrer l’hypoventilation installée en stimulant la 
ventilation. Ce mécanisme ne semble pas opérant chez ces patients qui continuent 

d’hypoventiler malgré des taux élevés de leptine et suggère donc l’existence d’une résistance à 
la leptine. De ce fait, la diminution de l’hypoventilation par la VNI aurait pour effet de diminuer 
les taux de leptine circulants de ces patients. δes mécanismes à l’origine de cette résistance à 

la leptine sont mal compris à ce jour mais différentes pistes restent plausibles i.e. anomalie du 

transport à travers la BHE vers le LCR mis en évidence par une décroissance du ratio 

[Lep]LCR/[Lep]plasma dans l’obésité (Figure 43, page 121) (Caro et al., 1996a, Schwartz et al., 

1996a), anomalie du transport vers les sites d’action au niveau du SNC (Van Heek et al., 1997), 

anomalie de transduction du signal au niveau du récepteur de la leptine Ob-R (Munzberg et al., 

2005). Dans le cas d’une carence en leptine, les patients présentent des taux de leptine 

relativement bas par rapport à des sujets obèses eucapniques. Ceci pourrait être expliqué par 

l’hypoxémie sévère toxique pour les adipocytes qui ne peuvent dès lors plus synthétiser la 

leptine et par la fragmentation du sommeil, phase de production de la leptine (Redolfi et al., 

2007). Ainsi, la VNI, en augmentant la durée et la qualité du sommeil mais aussi en corrigeant 

l’hypoxémie, réduit les effets néfastes sur la production de la leptine, celle-ci se retrouvant donc 

augmentée. 
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Les discordances fréquemment observées dans les études animales et humaines 

suggèrent que la physiopathologie des fonctions respiratoires de la leptine est complexe et reste 

à clarifier par d'autres études et notamment des études plus fondamentales (Malli et al., 2010).  

- Actions 

Des expériences de micro-injections centrales de leptine suggèrent des effets directs de 

la leptine sur les structures élaborant ou régulant la CCR au niveau du tronc cérébral et de 

l’hypothalamus. Au niveau du tronc cérébral, il a été démontré chez le rat in vivo que des micro-

injections de leptine dans le NTS (Inyushkin et al., 2009, Inyushkina et al., 2010) sont associées 

à des changements respiratoires, tels qu’une augmentation dose-dépendante du VE 

accompagnée d'une augmentation de l'amplitude de l'EMG intégré des muscles intercostaux 

externes et du diaphragme, en conditions basales et en réponse à l’augmentation croissante de 
CO2 inspiré. De plus, des micro-injections in vivo chez la souris ob/ob, au niveau de la partie 

rostrale du bulbe ventro-latéral contenant notamment les noyaux A1C1, améliore la ventilation 

basale et la réponse ventilatoire à l’hypercapnie de manière à récupérer un phénotypique 

ventilatoire semblable à celui de souris sauvages, indépendamment des changements dans le 

poids corporel (Bassi et al., 2014, Bassi et al., 2015b). Ces résultats suggèrent que les effets 

ventilatoires stimulants de la leptine en normocapnie et en hypercapnie sont médiés au moins 

en partie par les neurones du NTS, de la région rostrale et ventro-latérale du bulbe rachidien 

(Figure 49). 

Enfin, des micro-injections de leptine au niveau du RTN/pFRG chez des souris ob/ob 

pendant 3 jours (Bassi et al., 2014) sont corrélées à une augmentation de la ventilation basale 

et à une amélioration de la chémosensibilité au CO2 semblable à celle observée chez des souris 

sauvages, indépendamment des changements dans le poids corporel. D'autre part, des tests in 

vitro n'ont montré aucun effet du traitement aigu (10 minutes) par la leptine sur la sensibilité au 

CO2/H+ des neurones chémosensibles ou des astrocytes du RTN et sur l’excitabilité des 
neurones chémosensibles du RTN dans des tranches de bulbes chez le rat (Bassi et al., 2013). 

Ces résultats contradictoires pourraient être liés aux différentes espèces étudiées (souris versus 

rat) ou bien parce que les effets de la leptine sur la chémosensibilité centrale au CO2/H+ 

pourraient dépendre de son action chronique. Il est également possible que la leptine n'agisse 

pas directement sur les neurones chémosensibles ou les astrocytes du RTN. En effet, la leptine 

pourrait agir sur d'autres neurones non chémosensibles qui font partie des circuits neuronaux 

impliqués dans le chémoréflexe, comme ceux situés dans la RVLM et dans le complexe 

Bötzinger dans lequel les Ob-Rb sont présents (Barnes et al., 2010, Bassi et al., 2012) (Figure 

49). De plus, nous n'avons trouvé aucune preuve que les récepteurs de la leptine sont présents 

sur les neurones chémosensibles ou les astrocytes du RTN. Par conséquent, ces résultats 

suggèrent que l'activité des neurones ou des astrocytes du RTN n'est pas modulée par la leptine 

sur une courte échelle de temps. 
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Au niveau de l’hypothalamus, des micro-injections in vivo chez le rat pendant 6 jours 

dans un ventricule latéral (Bassi et al., 2015b) augmentent la ventilation basale et la réponse 

ventilatoire à l’hypercapnie, ce qui suggère une action de la leptine via l’hypothalamus. De 
plus, quand les récepteurs à la mélanocortine εCγ/4 sont bloqués, l’effet potentialisateur de la 

leptine sur la ventilation quand elle est injectée au niveau d’un ventricule latéral suggère 
l’implication du système de la mélanocortine dans la médiation des effets de la leptine sur la 
ventilation (Figure 49). 

La leptine pourrait agir directement via sa liaison à ses récepteurs Ob-Rb dont nous 

avons vu la distribution au sein du SNC et notamment sur des structures respiratoires 

essentielles à la CCR et sa modulation mais elle pourrait aussi agir de manière indirecte via les 

récepteurs à la mélanocortine (MC3/4R) (Figure 49) (Bassi et al., 2015b). En effet, la leptine 

dépolarise les neurones à POεC du noyau arqué qui vont libérer un peptide, l’-MSH (pour 

alpha-melanocyte-stimulating hormone), qui peut en se fixant activer les récepteurs MC3/4R 

localisés dans plusieurs noyaux hypothalamiques et bulbaires, notamment les noyaux 

paraventriculaires (PVN) et périfornical (PeF) et dorso-médian (DM), l’aire hypothalamique 

latérale (LH), le NTS et la RVLM au niveau de la VLM (Figure 49) (Bassi et al., 2015b). 

Figure 49 : Sites et mécanismes d’action potentiels de la leptine afin de moduler la CCR  
A. Représentation schématique montrant la distribution des sites d’actions possibles de la 
leptine dans le SNC pouvant être impliqués dans la modulation de la CCR. La leptine peut agir 
directement dans différentes structures encéphaliques respiratoires qui expriment son récepteur 
mais aussi indirectement dans des structures encéphaliques respiratoires qui expriment les 
récepteurs 3 et 4 à la mélanocortine. Adaptée de (Bassi et al., 2016). B. εécanisme d’action 
éventuel de la leptine illustrant la voie directe de signalisation leptinergique et la voie indirecte 
de signalisation leptine-mélanocortine. δa leptine agit directement via l’intermédiaire de ses 
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récepteurs spécifiques ou indirectement par l’intermédiaire de l’activation des récepteurs à la 
mélanocortine.  Au niveau des neurones à POMC et à NPY du noyau arqué, la liaison de la 
leptine sur son récepteur provoque respectivement une augmentation de la sécrétion d’α-
MSH et une baisse de la sécrétion de NPY. δ’αεSH, en se fixant sur les récepteurs 
mélanocytaires εCγ/4R, pourrait être capable d’induire des effets ventilatoires. ARC : noyau 
arqué ; DM : noyau dorso-median ; LH : aire hypothalamique latérale ; LV : ventricule latéral 
; PeF : noyau perifornical ; PVN : noyau paraventriculaire ; KF : noyau de Kölliker-Fuse ; 
LBPN : noyau parabrachial latéral ; LC : locus coerulus ; RVLM : partie rostrale du bulbe 
ventro-latéral ; RTN : noyau retrotrapézoïde ; NTS : noyau du tractus solitaire ; VRG : groupe 
respiratoire ventral ; 7 : noyau facial ; Böt : complexe de Bötzinger ; p-Böt : complexe de pré-
Bötzinger ; NPY : neuropeptide Y ; AgRP : agouti-related protein ; POMC : neurones à pro-
opiomélanocortine ; α-MSH : α-mélanine stimulating hormone ; MC3/4R : récepteurs à la 
mélanocortine de type 3 et 4.  Anne-Sophie Perrin-Terrin 

Dans un tel contexte, un des objectifs de ce travail doctoral a été de mieux comprendre 

les modalités d’action de la leptine sur la CCR en condition normocapnique et hypercapnique 

par l’étude de souris ob/ob et leurs témoins. δ’ensemble des expériences avait pour but de 

déterminer quelles sont les structures centrales dont l’activité est modulée par la leptine, et ce 
notamment dans des conditions d’hypercapnie. 
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METHODOLOGIES 
EXPERIMENTALES  

 

 

Ce travail doctoral repose sur trois grandes approches expérimentales distinctes : 

 

- δa technique de pléthysmographie corps entier a permis d’évaluer les variables ventilatoires 

de souris in vivo ; 

 

- δa technique d’électrophysiologie a permis d’apprécier la CCR par l’enregistrement de 
l’activité électrique de la 4e racine cervicale ventrale sur des préparations ex vivo de système 

nerveux central isolé qui contiennent le bulbe rachidien et la moelle épinière ;  

 

- La technique de détection immunohistochimique de la protéine c-FOS couplée à la détection 

de certains marqueurs phénotypiques neuronaux a permis de mettre en évidence et de 

caractériser les structures respiratoires activées lors de différents stimuli expérimentaux. 

 

La comparaison des données obtenues in vivo et ex vivo dans différentes conditions 

expérimentales nous a permis de proposer des mécanismes d’action de ces molécules, 
impliquant ou pas les structures périphériques et supra-bulbaires en plus des structures 

respiratoires bulbaires. Ces informations récoltées nous ont permis d’écrire l’histoire, parfois 
encore incomplète, de nos trois molécules d’intérêt sur leur implication dans la réponse 

ventilatoire à l’hypercapnie.  
δes paragraphes qui vont suivre sur chacune des techniques n’ont pas vocation à décrire 

dans les détails ces trois approches mais plutôt de rappeler succinctement leurs principes 

généraux. Les précisions expérimentales se trouvent dans les articles ou manuscrits à soumettre 

réalisés au cours du doctorat et présentés dans la partie des résultats.
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 Pléthysmographie corps entier 

La pléthysmographie corporelle totale animale est née en 1868 grâce aux idées 

pionnières à la base de cette technique de Paul Bert, décrites le 28 mars 1868 dans un article lu 

à la Société de biologie de Paris s’intitulant « Changement de pression de l’air dans le poumon 
pendant les deux temps de l’acte respiratoire » (Huard, 1979, Jacquemin & Varene, 1968). Par 

la suite, dans « Leçons sur la physiologie comparée de la respiration » professées au Muséum 

d'histoire naturelle et publiées en 1870, le physiologiste français décrit un appareil permettant 

d'enregistrer les variations de la tension aérienne intra-pulmonaire d'un animal placé dans une 

cloche tubulée reliée à un polygraphe de Marey et déclare que cet appareil est « un moyen fort 

commode d'enregistrer la respiration des animaux, moyen qui pourrait être fort précieux si l'on 

voulait mettre en expérience les animaux rares, ou très farouches et dangereux à manier » 

(Huard, 1979, Jacquemin & Varene, 1968). Cette technique sera perfectionnée plus tard 

(Chapin, 1954, Drorbaugh & Fenn, 1955, Bartlett & Tenney, 1970, Mortola & Frappell, 1998) 

et introduite en clinique par Arthur B. Dubois en 1955 (Dubois et al., 1956a, Dubois et al., 

1956b). 

La pléthysmographie corps entier est une technique qui permet de mesurer in vivo les 

variables respiratoires d’un animal non anesthésié de manière non invasive puisque ce dernier, 
non contraint, est libre de ses mouvements (Figure 50). Les mesures pléthysmographiques sont 

basées sur la loi de Boyle-Mariotte selon laquelle, dans des conditions isothermes, lorsqu'une 

quantité constante de gaz est comprimée ou décomprimée, le volume du gaz diminue ou 

augmente et sa pression varie dans le sens inverse de façon à ce que le produit du volume et de 

la pression reste constant à tout moment. Ainsi, les variations du volume pulmonaire qui 

accompagnent une compression ou une décompression du gaz dans les poumons pendant le 

cycle ventilatoire peuvent être estimées à partir des variations de pressions (Bartlett & Tenney, 

1970). 

δ’animal est placé dans l’enceinte de mesure relativement spacieuse avec de l’eau et de 

la nourriture à disposition, hermétiquement fermée et ventilée en continu par un mélange 

gazeux de notre convenance (e.g. normocapnie : 21% O2, 79% N2 ; hypercapnie 3% CO2, 21% 

O2, 76% N2/ 5% CO2, 21% O2, 74% N2/ 8% CO2, 21% O2, 71% N2) (Figure 50). Lorsque 

l’animal respire, l’air inspiré est réchauffé et humidifié en traversant l’arbre bronchique, à 
l’inverse, l’air expiré est refroidi à la température ambiante et désaturé en eau. Dans l’enceinte 
de mesure, on enregistre, par rapport à l’enceinte de référence, les variations de pressions 
secondaires aux variations de température et de saturation en eau de l’air inspiré et expiré par 
l’animal à l’aide du capteur différentiel de pression. Ainsi, l'augmentation du volume de 

l’animal à l'inspiration peut être estimée à partir de la surpression provoquée dans l’enceinte. 
δ’augmentation de pression due au réchauffement et à la saturation en vapeur d’eau intra-
thoracique de l’air inspiré est proportionnelle au VT. La variation de pression entre les deux 
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enceintes est transformée en signal électrique visualisé sur un écran (Figure 50). On peut ainsi 

directement mesurer les variables qui nous intéressent, entre autres la fR, le VT et le V̇E. 

Figure 50 : Schéma du dispositif de pléthysmographie corps entier chez la souris 
A. Représentation schématique d’une enceinte de pléthysmographie pour souris adulte 
composée de deux chambres, une de mesure dans laquelle la souris est placée (20mL) et une de 
référence. Un capteur différentiel de pression se trouve entre les deux chambres afin de mesurer 
les variations de pressions. Un système de circulation des gaz est connecté à l’enceinte de 
pléthysmographie avec une entrée de gaz via un mélangeur de gaz à un débit de 0,5 L.min-1 et 
une sortie de gaz via une pompe d’aspiration aspirant les gaz. B. Représentation schématique 
d’un tracé de ventilation obtenu par la technique de pléthysmographie corps entier. P : 
différence de pression ; I : inspiration ; E : expiration. Anne-Sophie Perrin-Terrin 

 Electrophysiologie extracellulaire 

δ’étude des circuits neuronaux régissant l’activité respiratoire peut être conduite de 
façon directe et à un niveau organisationnel réduit par le biais d’enregistrements 
électrophysiologiques ex vivo sur des préparations de système nerveux central isolé qui 

contiennent au minimum le bulbe rachidien et la moelle épinière. Cette technique, d’abord 
développée en 19γ1 par Adrian et Buytendijk à partir de l’encéphale de poisson rouge, consiste 
à isoler le tronc cérébral de l’animal pour le placer ensuite dans une cuve d’enregistrement où 
le tissu baigne dans une solution dioxygénée dont la composition ionique et nutritive 

s’apparente au liquide céphalo-rachidien, servant à approvisionner par diffusion le tissu 

nerveux en glucose et en O2 (Adrian & Buytendijk, 1931). À l’origine, le choix de cette 
préparation reposait sur le désir d’éliminer les sources périphériques de variation électrique, 
comme le cœur et les muscles squelettiques, afin de s’assurer que les changements enregistrés 
étaient bel et bien d’origine centrale (Adrian & Buytendijk, 1931). À l’aide d’une paire 
d’électrodes aspirant les racines du nerf crânien VII, Adrian et Buytendijk parvinrent à 

enregistrer une succession d’ondes lentes dont le cycle avait une durée de 1 à γ secondes. Ainsi, 
ils ont démontré non seulement que le tronc cérébral était capable de produire une activité 

rythmique en absence d’afférence périphérique mais qu’en plus il y avait de fortes chances que 

celle-ci soit reliée à la respiration, car la fréquence de ces ondes était similaire à la fréquence à 

laquelle se produisent les mouvements respiratoires chez un poisson rouge in vivo. Depuis ces 

travaux pionniers, la préparation ex vivo de système nerveux central isolé contenant au 
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minimum le bulbe rachidien et la moelle épinière fut raffinée et appliquée chez différents 

groupes de vertébrés comme les agnathes (la lamproie)(Bongianni et al., 2006, Mutolo et al., 

2011), les amphibiens (Galante et al., 1996, Liao et al., 1996, Broch et al., 2002, Fournier et 

al., 2007, Fournier & Kinkead, 2008, Straus et al., 2011), les tortues (Johnson et al., 2002, 

Bartman et al., 2010), les oiseaux (le poulet) (Fortin et al., 1999, Fortin et al., 2000), ce qui 

permit d’accroître substantiellement notre compréhension de la commande centrale 
respiratoire. Toutefois, c’est l’adaptation de cette technique chez les mammifères réalisée par 
Suzue en 1984, s’inspirant de la préparation ex vivo de la moelle épinière isolée chez le rat 

nouveau-né introduite par Otsuka et Konishi en 1974 (Otsuka & Konishi, 1974), qui la rendit 

la plus populaire et qui permit, dans les années qui suivirent, de faire un grand nombre de 

découvertes majeures en neurobiologie respiratoire (Suzue, 1984, Richter & Spyer, 2001, 

Hedrick, 2005, Kinkead, 2009, Johnson et al., 2012).  

Dans nos travaux expérimentaux, nous avons utilisé des préparations ex vivo de bulbe 

rachidien-moelle épinière de souris nouveau-nées entre 0 et 4 jours post-natal (Figure 51). Au-

delà, la maturation du SNC et en particulier sa myélinisation induit une réduction de la diffusion 

d’O2 au sein des tissus. Après anesthésie au froid du souriceau, son système nerveux central est 

extrait puis une section est effectuée avec précision entre le pont et le bulbe rachidien, au niveau 

de l’artère cérébelleuse antéro-inférieure afin d’isoler une préparation de bulbe rachidien-

moelle épinière (Figure 51).  

Figure 51 : Représentation schématique de la préparation 
ex vivo de SNC isolé de souris nouveau-née 
Représentation schématique de la préparation ex vivo de SNC 
isolé de souris nouveau-née comprenant la moelle épinière, le 
bulbe rachidien et les structures supra-bulbaires (pont, 
mésencéphale et diencéphale) obtenue après dissection d’un 
souriceau âgé de 0 à 4 jours. La ligne rouge représente la 
section rostrale effectuée entre le pont et le bulbe rachidien, 
au niveau de l’aica afin d’isoler une préparation de bulbe 
rachidien-moelle épinière. C4 : 4e racine nerveuse cervicale 
ventrale ; XII : racine du nerf hypoglosse ; XI : racine du 
nerf spinal ; X : racine du nerf vague ; IX : racine du nerf 
glossopharyngien ; Aica : artère cérébelleuse antéro-
inférieure. Inspiré de (Loiseau et al., 2017) Anne-Sophie 

Perrin-Terrin 

Cette préparation est transférée puis fixée en decubitus dorsal dans une cuve 

d’enregistrement (Figure 52). Dans cette cuve circule en continu à un débit de 10mL.min-1 du 

LCRa à pH 7,4 ayant une température de 26±1°C et carbogéné (95% O2 - 5%CO2) (Figure 52). 

Sa composition peut être manipulée dans le but de changer les conditions expérimentales et 

d’observer le comportement de la préparation (Figure 52). δ’activité électrique au niveau de la 

4ème paire de racine cervicale ventrale, par où passent les axones des motoneurones phréniques, 

a été enregistrée au moyen d’une électrode de succion reliée à une seringue et munie d’un fil 
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d’argent relié à un système d’acquisition. δ’extrémité de l’électrode a été amenée à proximité 
de la racine et une légère dépression exercée au moyen de la seringue permettait de placer la 

racine dans l’électrode. δe δCRa accompagnant la racine permettait d’assurer la continuité 
électrique avec le fil d’argent Les signaux électriques ont ensuite été dirigés vers un système 

d’enregistrement où ils ont été filtrés (10-3000 Hz), amplifiés (gain 5000 ; RPS 107, GRASS), 

digitalisés au moyen d’une carte d’acquisition CED micro 1401 (Cambridge Electronic 
Design), intégrés (Dual channel integrator) et enfin visualisés et analysés grâce à un système 

d’analyse de données SPIKE β (Cambridge Electronic Design). Les décharges motrices 

spontanées enregistrées en C4 sont classiquement assimilées à la CCR (Suzue, 1984). Cette 

dernière est caractérisée par la fréquence respiratoire (fR), définie comme étant le nombre de 

cycles respiratoires (bouffées de décharge inspiratoire suivie d’une période de silence assimilée 
à l’expiration) pendant une minute (cycles∙min-1) et l’amplitude de l’activité inspiratoire 

intégrée de la racine C4 (IntC4). Ce sont ces deux variables respiratoires que nous avons 

analysées et dont le produit matérialise la CCR. Ces préparations ont pour avantage de 

s’affranchir des afférences périphériques et supra-bulbaires et donc de restreindre les 

observations concernant la CCR au réseau respiratoire bulbaire. 

Figure 52 : Schéma du dispositif d’induction des stimuli et d’enregistrement des signaux 
électrophysiologiques sur la préparation ex vivo de moelle épinière-bulbe rachidien isolé 
de souris nouveau-née 
A. Représentation schématique d’une préparation ex vivo de moelle épinière-bulbe rachidien 
isolé de souris nouveau-nées âgées de 0 à 4 jours en decubitus dorsal dans une cuve 
d’enregistrement et entièrement submergée par du liquide céphalo-rachidien artificiel (LCRa) 
en circulation. Une pompe péristaltique a été utilisée pour faire circuler en continu du LCRa à 
un débit de 10mL.min-1 à une température de 26±1°C, dioxygéné et ajusté à un pH de 7,4 
(normopH) ou de 7,23 (acidose métabolique) par un mélange gazeux composé de 95% O2 et 
5% CO2. Des agents pharmacologiques peuvent être éventuellement ajoutés au LCRa selon les 
conditions expérimentales. δ’enregistrement des décharges motrices spontanées assimilées au 
rythme respiratoire a été effectué au niveau de la 4e racine nerveuse cervicale ventrale (C4) à 
l’aide d’une électrode à succion. B. Enregistrement électrophysiologique et son intégration 
obtenus sur cette préparation. Le tracé du bas représente le signal brut enregistré au niveau de 
la racine C4 (assimilé à l’activité inspiratoire), celui du haut correspond à l’intégration de ce 
signal. C4 : activité inspiratoire de C4 ; IntC4 : activité intégrée de C4. Anne-Sophie Perrin-

Terrin 

B A 
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 Détection immunohistochimique de la protéine c-FOS  

- Article publié: The c-FOS Protein Immunohistological Detection: A Useful Tool As 

a Marker of Central Pathways Involved in Specific Physiological Responses In Vivo 

and Ex Vivo 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Cette technique a été décrite dans un article méthodologique réalisé au cours de ce 

doctorat et publié en 2016 dans Journal of Visualized Expriments : 

The c-FOS Protein Immunohistological Detection: A Useful Tool As a Marker of Central 

Pathways Involved in Specific Physiological Responses In Vivo and Ex Vivo 

Perrin-Terrin AS, Jeton F, Pichon A, Frugiere A, Richalet JP, Bodineau L, Voituron N 
Journal of Visualized Expriments, 2016, 110, e53613  
 

δ’article et son résumé en français vous seront présentés ci-dessous. 
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1. Résumé  

La détection immunohistologique de la protéine c-FOS : un outil utile en tant que 

marqueur des populations neuronales impliquées dans les réponses physiologiques spécifiques 

in vivo et ex vivo 

Objectif 

Décrire la procédure expérimentale de l’analyse de changements de l’activité neuronale 
par immunohistochimie de c-FOS, à la fois chez des souris adultes in vivo et nouveau-nées ex 

vivo en réponse à des stimuli hypoxiques et hypercapniques afin de la standardiser. Dans le 

contexte de l’étude expérimentale de syndromes d’hypoventilations centrales (CHS), il est d’un 
intérêt majeur d’identifier les structures encéphaliques, en particulier celles impliquées dans la 
réponse ventilatoire à l’hypercapnie, dont la modulation d’activité pourrait constituer un 
mécanisme clé dans la correction des CHS. Dans cet article, nous nous sommes donc concentrés 

sur l'identification des populations neuronales du tronc cérébral impliquées dans l'adaptation 

ventilatoire à l'hypoxie ou à l'hypercapnie. 

Contexte scientifique 

De nombreuses études expérimentales cherchent à identifier et cartographier les régions 

encéphaliques impliquées dans des régulations physiologiques spécifiques. δ’activité 
neuronale peut être déterminée par différentes techniques, parmi lesquelles une approche 

immunohistologique de détection de l’expression du gène c-fos (Finkel-Biskis-Jinkins 

osteosarcoma oncogene homolog, cellular component). Cette dernière est couramment utilisée 

pour détecter des modifications d’activité des populations neuronales en réponse à différents 

stimuli (Herdegen & Leah, 1998) tels que l’hypoxie et l’hypercapnie/acidose métabolique 
(Bodineau et al., 2001, Voituron et al., 2011, Bodineau et al., 2003, Voituron et al., 2006, 

Voituron et al., 2005, Bodineau & Larnicol, 2001) à la fois in vivo (Teppema et al., 1997, 

Bodineau et al., 2001, Berquin et al., 2000b, Takakura et al., 2006b) et ex vivo (Voituron et al., 

2006, Bodineau et al., 2001, Okada et al., 2002, Saadani-Makki et al., 2004, Voituron et al., 

2005, Voituron et al., 2011). En effet, le proto-oncogène c-fos, qui code un facteur de 

transcription, appartient à un groupe de gènes dits « de réponse précoce » qui sont induits très 

rapidement, de façon transitoire, par de très nombreux stimuli et cela dans un grand nombre de 

types cellulaires. Son produit protéique nucléaire c-FOS peut être facilement détecté avec des 

techniques immunohistochimiques conduisant ainsi à cartographier des groupes de neurones 

qui présentent des changements dans leur activité en réponse à des stimuli. Les données de la 

littérature soutiennent l’hypothèse qu’il s’agit d’un excellent outil pour l’analyse de la 
stimulation neuronale étant donné que c-fos 1) est exprimé à un niveau négligeable en l'absence 

de stimulation, ce qui permet une quantification plus aisée de l’activité neuronale en présence 
de stimuli (Herdegen & Leah, 1998), 2) son expression est rapidement induite après stimulation 
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car la protéine c-FOS et détectable en immunohistologie après seulement 90 minutes (Morgan 

et al., 1987),  γ) son taux d’expression est en effet corrélé à la concentration intracellulaire de 

Ca2+ neuronal, laissant supposer par extrapolation que cela soit corrélé à la fréquence de 

décharge neuronale (Fields et al., 1997, Sheng & Greenberg, 1990, Sheng et al., 1990). 

Méthodologie expérimentale 

Deux approches ont été décrites pour identifier les populations neuronales impliquées 

dans la réponse ventilatoire à l’hypoxie et à l’hypercapnie, d’une part chez des animaux in vivo 

et d’autre part sur des préparations ex vivo de SNC isolé. La comparaison de ces deux approches 

permet la détermination de l'origine de l'activation neuronale, c'est-à-dire périphérique et / ou 

centrale dans un contexte de challenges hypoxiques ou hypercapniques. 

In vivo, les animaux ont été exposés à un mélange gazeux hypercapnique (4% CO2, 21% 

O2, 75% N2) ou hypoxique (8% O2, 92% N2) pendant 120 minutes. Les animaux témoins étaient 

exposés à un mélange gazeux normoxique/normocapnique composé de 21% O2 et 79% N2 

pendant le même temps. Toutes les précautions ont été prises afin de minimiser une expression 

de c-fos non spécifique. A l’issue de la période de stimulation, les souris ont été anesthésiées 
avec une injection intrapéritonéale de pentobarbital à une dose subléthale (de 60 à 90mg/kg), 

puis fixées par perfusion transcardiaque par une solution à 4% de paraformaldéhyde.  

Ex vivo, les préparations de SNC isolé ont été superfusées en continu avec du liquide 

céphalo-rachidien artificiel (LCRa) ayant une température de 26±1°C, soit en condition 

d’acidose métabolique, modélisant l’hypercapnie in vivo en utilisant un mélange gazeux 

composé de 95% O2 et 5% CO2 et ajusté à pH de 7,23 pour équilibrer le LCRa, soit en condition 

d’hypoxie en utilisant un mélange gazeux composé de 95% N2 and 5% CO2 et ajusté à un pH 

de 7,4. Les préparations ex vivo témoins ont été maintenues dans des conditions de normopH 

en étant superfusées par du δCRa carbogéné par bullage d’un mélange gazeux composé de 95% 

O2 et 5% CO2 et ajusté à pH de 7,4. Les diverses stimulations ont été effectuées sur une période 

de 30 minutes après une période de stabilisation en normopH de 30 minutes également. Toutes 

les précautions ont été prises afin de minimiser une expression de c-fos non spécifique. A l’issue 
de la période de stimulation les préparations de SNC isolé ont été fixées par immersion dans 

une solution à 4% de paraformaldéhyde. En effet, une étude antérieure suggère que des tissus 

de moins de 10 mm de diamètre, ce qui est le cas de ces préparations, peuvent être fixés par 

simple diffusion (Start et al., 1992). 

In vivo et ex vivo, les encéphales des souris ont été cryoprotégés par immersion dans 

une solution cryoprotectrice et coupés en coupes coronales de 40 µm d'épaisseur à l'aide d'un 

cryostat. Les coupes transversales ainsi obtenues ont été engagées dans des protocoles 

d’immunodétection d’une part de c-FOS seul et d’autre part de c-FOS avec un co-marqueur. 

Les coupes transversales ainsi obtenues ont été placées dans l’ordre rostro-caudal dans une 

plaque à 12 puits contenant du PBS puis elles ont été soumise au protocole d’immunodétection 
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de c-FOS afin d'identifier les groupes de cellules du tronc cérébral activés par des stimulations 

hypoxiques ou hypercapniques. La révélation immunohistochimique de la protéine c-FOS sur 

coupes flottantes était basée sur une méthode indirecte permettant d’amplifier le signal en 

associant le complexe avidine-biotine-péroxydase (ABC) à un substrat chromogène, le 

tetrahydrochlorure de diaminobenzidine (DAB). Cette méthode met en jeu un anticorps 

polyclonal primaire et un anticorps secondaire biotinylé. δa biotine fixée à l’anticorps 

secondaire sert de point de fixation au complexe ABC. δ’avidine possède quatre sites de 

fixation pour la biotine sur laquelle est liée la peroxydase. Le rapport des concentrations entre 

la biotine et l’avidine est déterminé de façon à laisser des sites libres sur les molécules d’avidine 
afin que l’ensemble ABC se fixe sur les molécules de biotine portées par les anticorps 

secondaires. En présence d’un substrat enzymatique, le peroxyde d’hydrogène (H2O2), et d’un 
substrat chromogène, la DAB, un précipité coloré stable apparait localisé au niveau des sites 

antigéniques et visible au microscope photonique dans le noyau de neurones. Le précipité de la 

DAB ayant la propriété d’absorber les métaux lourds, l’ajout de nickel avec le substrat 
chromogène permet de moduler l’intensité de coloration du précipité. 

Les cellules c-FOS positives ont été comptées dans diverses structures du tronc cérébral 

connues pour leur implication dans l’élaboration et la modulation de la CCR à l’aide d’un atlas 
de SNC murin (Paxinos & Franklin, 2001, Paxinos et al., 2007) et de repères anatomiques précis 

afin de standardiser la procédure de quantification (Berquin et al., 2000b, Stornetta et al., 2005, 

Voituron et al., 2006, Voituron et al., 2011, Huckstepp et al., 2015). Le nombre total de cellules 

c-FOS-positives a ensuite été comparé entre les conditions hypoxie/hypercapnie/acidose 

métaboliques et la condition témoin respectivement de normoxie/normocapnie/normopH pour 

chacune des structures. En comparaison avec la condition témoin, le stimulus hypoxique ou 

hypercapnique a augmenté et/ou diminué le nombre de cellules marquées pour c-FOS dans 

plusieurs sites spécifiques du tronc cérébral qui sont donc constitutifs des voies neuronales 

impliquées dans l'adaptation de la commande respiratoire centrale au challenge étudié.  

Conclusion 

Nous fournissons ainsi un protocole pour l’étude de modification d’activité neuronale 

en réponse à l’hypoxie et à l’hypercapnie. Une telle approche peut être utilisée, notamment dans 

le cadre de pathologies respiratoires telles que les CHS, pour identifier des structures cibles 

potentielles de certains agents pharmacologiques dans la recherche d’un traitement des troubles 

respiratoire des patients. 
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Abstract

Many studies seek to identify and map the brain regions involved in specific physiological regulations. The proto-oncogene c-fos, an immediate
early gene, is expressed in neurons in response to various stimuli. The protein product can be readily detected with immunohistochemical
techniques leading to the use of c-FOS detection to map groups of neurons that display changes in their activity. In this article, we focused on the
identification of brainstem neuronal populations involved in the ventilatory adaptation to hypoxia or hypercapnia. Two approaches were described
to identify involved neuronal populations in vivo in animals and ex vivo in deafferented brainstem preparations. In vivo, animals were exposed
to hypercapnic or hypoxic gas mixtures. Ex vivo, deafferented preparations were superfused with hypoxic or hypercapnic artificial cerebrospinal
fluid. In both cases, either control in vivo animals or ex vivo preparations were maintained under normoxic and normocapnic conditions. The
comparison of these two approaches allows the determination of the origin of the neuronal activation i.e., peripheral and/or central. In vivo and
ex vivo, brainstems were collected, fixed, and sliced into sections. Once sections were prepared, immunohistochemical detection of the c-FOS
protein was made in order to identify the brainstem groups of cells activated by hypoxic or hypercapnic stimulations. Labeled cells were counted
in brainstem respiratory structures. In comparison to the control condition, hypoxia or hypercapnia increased the number of c-FOS labeled cells
in several specific brainstem sites that are thus constitutive of the neuronal pathways involved in the adaptation of the central respiratory drive.

Video Link

The video component of this article can be found at http://www.jove.com/video/53613/

Introduction

The c-fos gene was identified for the first time at the beginning of 19801,2 and its product was characterized in 1984 as a nuclear protein having
gene-activator properties3,4. It participates in long-term mechanisms associated with neuron stimulation. Indeed, changes in neuronal activity
lead to second messenger signaling cascades that induce the expression of the immediate early gene c-fos, which induces the production of the
transcription factor c-FOS. The latter initiates the expression of late genes and thus participates in adaptive responses of the nervous system
to many different types of stimuli4. Thus, since the end of 19805,6, c-FOS protein detection has been frequently used to study the effects of
exogenous factors on gene transcription in general4 and on the activity of the central nervous system (CNS) for mapping out neuronal pathways
involved in different physiological conditions.

Basal c-fos expression has been studied in various species including mice, rat, cat, monkey, and human4. Thereby, the kinetics of its expression
is relatively well known. The transcription activation is rapid (5 to 20 min)7,8, and the mRNA accumulation reaches a maximum between 30 and
45 min after the onset of stimulation9 and declines with a short half-life of 12 min. The c-FOS protein synthesis follows mRNA accumulation and
could be detected by immunohistochemistry at 20 to 90 min post stimulation6.

Analysis of c-fos expression is classically used in in vivo studies to identify the central respiratory network involved in the ventilatory responses
to hypoxia or hypercapnia10-14. More recently, this tool was also used in ex vivo brainstem preparations to explore central respiratory network
adaptations to hypoxia or hypercapnia15-18. Indeed, these preparations generate a rhythmic activity classically assimilated to the central
respiratory drive19. Thus, this type of preparation has the advantage of being completely deafferented, and therefore, results regarding c-fos
expression only reflect the consequences of a central stimulation without any intervention of peripheral structures.
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The c-FOS detection could be made by immunohistochemical or immunohistofluorescence approaches. Indirect immunodetection necessitates
the use of a primary antibody against c-FOS and a secondary antibody directed against the species in which the primary antibody was produced.
For the immunohistochemical method, the secondary antibody is conjugated with an enzyme (peroxidase, for example) that acts on a substrate
(H2O2 for the peroxidase). The product of the enzymatic reaction is developed by a chromogen (3.3-diaminobenzidine tetrahydrochloride), which
stains it and can be observed under light microscopy. The reaction could be reinforced using nickel ammonium sulphate. These methods allow
the detection of actives neurons during different physiological challenges and therefore the identification and/or the mapping of peripheral and
central pathways involved in the consecutive physiological responses.

Protocol

Note: c-FOS detection is a standardized procedure involving several steps (Figure 1). All experiments were performed on rats or mice.
Experimental protocols were approved by the Ethics Committee in Animal Experiment Charles Darwin (Ce5/2011/05), done in accordance with
the European Communities Council Directive of September 22, 2010 (2010/63/EU) for animal care, and conducted in accordance with French
laws for animal care.

1. Preparation of Solutions

1. Prepare 0.2 M Sodium phosphate buffer: add 6.24 g NaH2PO4*2H2O and 22.56 g Na2HPO4*H2O to 1 L distilled water while stirring.
2. Prepare 4% Paraformaldehyde (PFA): add 20 g of PFA to 150 ml distilled water. Heat the solution to 80 °C while stirring. To clear the solution,

reduce heat and add 1 or 2 drops of 1 N NaOH to help the paraformaldehyde dissolve. Complete to 250 mL with distilled water and add 250
ml of 0.2 M phosphate buffer (pH 7.4). Store at 4 °C. Take appropriate care when using these reagents. Handle with gloves, lab coat, and
safety goggles under a chemical hood.

 

Note: Prepare 4% PFA on the day before the perfusions. Determine the volume of 4% PFA as a function of age, number and species of
animals.

3. Prepare cryoprotective solution: In 250 ml of 0.2 M phosphate-buffered saline, mix 5 g of Polyvinyl-pyrrolidone, 150 g of sucrose and 2.5 g of
sodium chloride. After complete dissolution, add 150 ml of ethylene glycol and adjust to 500 ml with distilled water. Store the cryoprotective
solution at 4 °C.

4. Prepare 0.1 M phosphate-buffered saline (PBS): add 18 g of NaCl to 1 L distilled water while stirring. After complete dissolution, add 1 L 0.2
M of sodium phosphate buffer.

5. Prepare Phosphate Buffered Saline supplemented with 0.3% Triton X100 (PBST): Add 3 ml of Triton X100 to 997 ml of PBS.
6. Prepare 0.05 M Tris-Buffer (pH 7.6): add 3.03 g of Tris-Hydrochloride and 0.70 g Tris-base to 500 ml distilled water while stirring.
7. Prepare 2% goat serum in PBST: for one plate, prepare 30 ml of solution. Add 600 µl of goat serum to 30 ml PBST and mix well. Add 2.5

ml per well.
 

Note: Serum used must come from species used for secondary antibody production
8. Prepare rabbit polyclonal antibody against the c-FOS protein (1:4000, sc-52) in PBST with bovine serum albumin (0.25%). For one plate,

prepare 30 ml of solution. Add 75 mg of bovine serum albumin to 30 ml PBST and mix well. Then, add 7.5 µl of rabbit polyclonal antibody
against the c-FOS protein.

9. Prepare biotinylated goat anti-rabbit antibody (1:500) in PBST with serum albumin bovine (0.25%). For one plate, prepare 30 ml of solution.
Add 75 mg of bovine serum albumin to 30 ml PBST and mix well. Then, add 60 µl of biotinylated goat anti-rabbit antibody.

10. Prepare avidin-biotin-peroxidase complex (1:250) in PBST (ABC solution). For one plate, prepare 30 ml of solution. Add 120 µl of reagent A
and 120 µl of reagent B to 30 ml PBST and mix well.
 

Note: ABC solution must be prepared at least 30 min before use.
11. Prepare substrate solution. Immediately before use, prepare the solution as follows (for one plate): add 20 mg of nickel ammonium

sulfate and 10 mg of 3.3-diaminobenzidine tetrahydrochloride to 50 ml Tris-Buffer. Filter and protect from light. Add 2.0 ml per well. In the
remaining solution (25 ml) add 17 µl of H2O2 (H2O2 solution 30% in H2O). Add 2.0 ml per well.
 

Note: Appropriate care should be taken when using these reagents. Handle with gloves and lab coats.

2. c-fos Induction and Tissue Processing In Vivo

Note: Experiments were performed in rats (Sprague Dawley) or mice (C57BL/6).

1. Place the animals in an airtight box ventilated with a hypoxic (O2 8% balanced N2) or hypercapnic (CO2 4%, O2 21% balanced N2) gas
mixture for 2 hr (Figure 2A).

2. Anaesthetize the animal with intraperitoneal injection of pentobarbital (100 mg/kg). Perfuse the animal transcardially with 4% PFA20. Handle
with care and use gloves under a chemical hood.

3. After perfusion, dissect the brain20 and immerse it in 7 ml of 4% PFA in a 15 ml tube for 48 hr at 4 °C. Then remove the brain from PFA and
immerse it completely in the cryoprotective solution. Store at -18 °C (Figure 3). Dispose of the rest of the animal's body by the appropriate
waste-processing pathway.

 

Note: Cryoprotection is a step between PFA fixation and freezing. It reduces the formation of ice crystals in cells with a solution whose
freezing will be in amorphous form. The fixed samples must be impregnated in the cryoprotective solution (prepared in step 1.3) for at least
24 hr at 4 °C. Handle with care and gloves under chemical hood.

3. c-fos induction and Tissue Processing Ex Vivo

Note: Experiments were performed in newborn rats or mice only.
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1. Isolate the CNS as described by Suzue19. Place it in a recording chamber and superfuse it continuously with artificial cerebro-spinal fluid at a
rate of 7.5 ml/min at 26 °C 21 (aCSF: in mM: 130.0 NaCl, 5.4 KCl, 0.8 CaCl2, 1.0 MgCl2, 26.0 NaHCO3, 30.0 D-glucose; saturated with O2 and
adjusted to pH 7.4 by gassing with 95% O2 and 5% CO2) (Figure 2B).

2. Replace the aCSF with a deoxygenated aCSF (same composition bubbled with 95% N2 and 5% CO2, pH 7.4) for hypoxia or by an acidified
aCSF (standard aCSF with NaHCO3 reduced to 10.0 mM, bubbled with 95% O2 and 5% CO2) for hypercapnia. Apply the stimulation for 30
min (Figure 2B).

3. Ex vivo, after the induction period, transfer the CNS of newborn mice or rats in 2.5 ml of 4% PFA in a 2.5 ml tube for 48 hr and store at -18 °C
in a cryoprotective solution for later use (Figure 3).

 

Note: Ex vivo, it is not necessary to perfuse animals. A previous study suggests that small specimens measuring less than 10 mm in diameter
can be fixed by simple diffusion22. A quoted rate of penetration (distance, in mm, for the fixative diffusion into the tissue) for aldehyde is 2 or 3
mm/hr.

4. Brainstem Sectioning

Note: From this step to the end, the protocol is strictly the same for in vivo and ex vivo inductions.

1. Before slicing, place one individual well insert in a 12-well plate and add 2.5 ml of PBS in each well.
2. Make serial coronal sections (40 µm) of the brainstem with a cryostat and collect them in the 12-well plate. For the entire adult brainstem,

make about 70 slices (Figure 3).
 

Note: It is possible to section tissue from several animals in parallel in one plate.

5. Immunohistological Procedures (Table 1)

Note: Throughout the procedure, the sections remain in the well inserts.

1. Day 1 - Endogenous peroxidase activity destruction, non-specific binding site blockade, and incubation with the primary antibody
(Figure 4)

1. Wash the sections for 10 min with 0.1 M PBS at RT (2.5 ml per well). Repeat 3 times.
2. Suppress the endogenous peroxidase activity by incubating the coronal sections for 30 min at RT with hydrogen peroxide H2O2, 3% in

0.1 M PBS (2.5 ml per well).
3. Wash the sections for 10 min with 0.1 M PBS at RT (2.5 ml per well). Repeat 3 times.
4. Block the non specific binding site by incubating the coronal sections for 1 hr at RT with goat serum (2%) in PBST.
5. Incubate the coronal sections for 48 hr at 4 °C with a rabbit polyclonal antibody against the c-FOS protein (1:4000, sc-52,) in PBST with

bovine serum albumin (0.25%) (2.5 ml per well).

2. Day 3 - Incubation with secondary antibody and development of a color reaction (Figure 4)
1. Wash the sections for 10 min with PBS 0.1 M at RT (2.5 ml per well). Repeat 3 times.
2. Incubate the coronal sections for 1 hr at RT with a biotinylated goat anti-rabbit antibody (1:500) in PBST with bovine serum albumin

(0.25%) (2.5 ml per well).
 

Note: The investigator can also use a secondary antibody coupled to a fluorescent probe at this stage. In this case, stop the protocol at
this stage and examine directly using a fluorescence microscope.

3. Wash the sections for 10 min with PBST at RT (2.5 ml per well). Repeat 3 times.
4. Incubate the coronal sections for 1 hr with an avidin-biotin-peroxidase complex (1:250) in PBST (2.5 ml per well).
5. Wash the sections for 10 min with PBST at RT (2.5 ml per well). Repeat 2 times.
6. Wash the sections for 10 min with 0.05 M Tris-Buffer at RT (2.5 ml per well). Repeat 2 times.
7. Incubate the coronal sections with 0.02% 3.3-diaminobenzidine tetrahydrochloride, 0.04% nickel ammonium sulfate and 0.01%

hydrogen peroxide in 0.05 M Tris-buffer (pH 7.6) at RT (2.0 ml per well). In the remaining solution (25 ml) add 17 µl H2O2 (H2O2 solution
30% in H2O) (2.0 ml per well).

 

Note: The investigator should determine development times under light microscope. However, 5 to 10 min provides good staining
intensity.

8. When staining intensity is optimal (controlled under light microscope, see Figure 5 and Figure 6), stop the reaction by washing the
sections for 10 min with 0.1 M PBS at RT (2.5 ml per well). Repeat 4 times. Then, wash the sections with distilled water.

3. Sampling mounting (handle with care and gloves under chemical hood)
1. Mount sections serially on slides and air-dry. For this, carefully spread the sections in rostro-caudal order with brushes on the slides.

Clearly label the slides according to the samples.
2. Dehydrate with absolute alcohol: immerse the slides for 30 sec at RT in absolute alcohol bath. Repeat twice.
3. Clear with xylene: immerse the slides in xylene bath for 3 min at RT. Repeat twice.
4. Coverslip the slides with mounting medium. For this, apply 5 drops of mounting medium on the slide and then apply the cover glass by

driving out the air bubbles. Air-dry for 48 hr.

6. Data and Statistical Analysis

1. Examine sections under a light microscope. Visually count FLI neurons at high magnification (200x) using standard landmarks23,24. The c-Fos
punctiform staining is localized in nuclei of neurons.

2. For each analyzed area, count the number of c-FOS-positive cells per section and compare the mean number between control and
stimulated conditions. Depending on the normality of the data, use unpaired student's t test or Mann-Whitney test. Differences were
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considered significant if P<0.05. Plot the distribution of FLI neurons onto a drawing (magnification 100x) using a drawing tube attached to the
microscope and photographed with a digital camera (Figure 5).

Representative Results

The c-FOS detection is a useful tool that allows identifying groups of activated cells under specific conditions such as hypoxia and hypercapnia
in vivo (Figure 2A) or in situations that mimic these conditions ex vivo (Figure 2B). In vivo, newborn, young, or adult rodents were placed
in an airtight box in which the gaseous environment is continually renewed by a gas mixture with a composition precisely defined for 30 to
180 min13,25,26 (Figure 2A). As the stimulation acts on the whole body, the related change in c-FOS could reflect both central and peripheral
activated pathways. Ex vivo, deafferented preparations containing the medulla oblongata and spinal cord were placed in a chamber continuously
superfused with an aCSF with different levels of O2 or pH in order to model hypoxic or hypercapnic conditions (Figure 2B) for 30 min16-18,27.
As the stimulation acts only in these deafferented preparations, it is possible to conclude that only central mechanisms were involved in the
activation of cells in the c-FOS identified structures.

The CNS was fixed with PFA, either by a perfusion via the systemic circulation in vivo, or by an immersion ex vivo (Figure 3). Due to this
difference, the fixative diffusion is longer ex vivo than in vivo. Thus, the c-FOS signal might be affected, particularly in deep structures. However,
because the c-FOS analysis is always performed in a comparative approach between control and stimulated in vivo animals or ex vivo
preparations, this difference would not interfere with the results from a strict comparison of control and stimulated data. After that, the CNS was
cryoprotected, sectioned, and engaged in the immunohistochemical procedure (Figure 3, Figure 4). In this way, some respiratory brainstem
areas have been identified in vivo as modifying their activity under hypoxic or hypercapnic challenges, including the retrotrapezoid nucleus
(RTN), which is the main central site of CO2 chemoreception10,13,28,29, the ventrolateral medulla (VLM), which contains the inspiratory rhythm
generator 13, the commissural and median parts of the nucleus tractus solitarius (c/mNTS), which are the projection areas of the carotid bodies
input13,25,26,30 (Figure 5), and the medullary raphe nuclei12,13.

Ex vivo, in deafferented conditions, neurons of the RTN and the VLM have been described to change their c-FOS immunoreactivity under
conditions of reduced O2

16-18. The c-FOS detection may also be combined with other immunohistochemical detections to characterize the
phenotype of activated cells14,31

 

Figure 1. Study Design for the Use of c-FOS Detection to Map the Neuronal Structures Involved in the Respiratory Adaptations
to Hypoxia or Hypercapnia. Chronological steps of c-FOS detection technique in the CNS. CNS: Central Nervous System; IHC:
Immunohistochemistry. Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 2. C-FOS induction. (A) In vivo induction protocol. An animal was placed in a hermetic chamber and exposed to either air (21% O2;
79% N2), hypercapnic (21% O2; 4% CO2; 75% N2), or hypoxic (10% O2; 90% N2) gas mixture for 2 hr. (B) Ex vivo induction protocol. CNS
was dissected out from newborn rodent aged 0 to 4 days. Medulla oblongata and spinal cord were isolated under magnification to obtain the
preparations. They were placed in a chamber with the ventral surface facing upward, superfused with aCSF (pH 7.4) at 26 ± 1 °C. Modeling
hypoxic stimulation in vivo was performed by reducing the fraction of O2 in the aCSF by bubbling an anoxic gas mixture containing 95% N2
and 5% CO2. Modeling hypercapnic stimulation in vivo was performed using an acid aCSF that differed from normal aCSF in terms of NaHCO3
concentration (decrease). The acid aCSF is saturated with O2 and adjusted to pH 7.23 by bubbling with 95% O2 and 5% CO2. Each stimulation
condition was applied for 30 min. aCSF: artificial cerebrospinal fluid. Please click here to view a larger version of this figure.

 

Figure 3. Central Nervous System Sampling. In vivo, the CNS was obtained by dissection after fixative procedure using 4% paraformaldehyde
perfused via the vascular system. Ex vivo, the CNS was directly immersed in 4% paraformaldehyde after dissection. Subsequently, the CNS
was cryoprotected by immersion in a cryoprotective solution and sliced into 40 µm thick coronal sections using a cryostat. The rostro-caudal
sections of medulla were placed in a 12-well plate containing PBS before immunohistochemical procedures. CNS: Central Nervous System;
PBS: Phosphate-Buffered Saline. Please click here to view a larger version of this figure.

 

Figure 4. Indirect Immunohistochemical Procedures. The sections were first incubated with a rabbit polyclonal primary antibody against the
c-FOS protein. Afterwards, they were treated with a biotinylated goat anti-rabbit secondary antibody against the primary antibody. Following this
incubation, sections were treated with an Avidin-Biotin-peroxidase complex, which binds tightly to the secondary antibody to amplify the signal.
Indeed, the complex contains several peroxidase molecules leading to a high staining intensity. Finally, sections were stained using a solution of
3.3-diaminobenzidine tetrahydrochloride and nickel ammonium sulfate, which produces a dark gray precipitate in the presence of the peroxidase
enzyme. Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 5. c-FOS-positive neurons on sections of the medulla oblongata in control mice and mice submitted to hypoxia in vivo. (A)
Drawing of a section of the medulla oblongata adapted from Paxinos and Franklin24 (Bregma -7, 48 mm). The dotted area delimitates the
commissural and median parts of the nucleus tractus solitarius c/mNTS. The box illustrates the structures illustrated by photomicrographs (B1
and B2). (B) Photomicrographs performed (x100) at the c/mNTS level in normoxia (B1. control, black frame) or under hypoxia (B2. blue frame).
The black arrows show c-FOS-positive cells. (C) Histogram showing the mean number of c-FOS-positive cells per section at c/mNTS level in
normoxia (black bar) or under hypoxia (blue bar). Values are expressed as mean ± SD. * indicates a significant difference between normoxia and
hypoxia values - Student's unpaired t test; ***p< 0.001. CC: central canal of spinal cord; c/mNTS: commissural and median parts of the nucleus
tractus solitarius. Please click here to view a larger version of this figure.
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Table 1. Immunohistological Procedure. Chronological steps of the c-FOS procedure. Ab-I, primary antibody; Ab-II, secondary antibody; BSA,
Bovine Serum Albumin; DAB, 3.3-diaminobenzidine tetrahydrochloride; Ni, nickel ammonium sulphate; PBS 0.1 M, 0.1 M phosphate-buffered
saline (pH 7.4); PBST, 0.1 M Phosphate-buffered saline supplemented with 0.3% Triton X-100; Serum, serum from species used for secondary
antibody production. Please click here to view a larger version of this figure.

Discussion

C-fos is an immediate early gene, and the detection of its product, the c-FOS protein, is classically used to identify neuronal populations involved
in specific respiratory responses in vivo11,13,25,28 and ex vivo16-18,27,32,33.

Critical Steps Within the Protocol

Be careful during the perfusion step. The 4% PFA solution must be well prepared and the fixation and post-fixation steps must be long enough to
obtain optimal slicing and staining. Furthermore, the revelation is the most important step of the procedure; the intensity of the staining should be
controlled to avoid background noise.

Advantages of the Technique and Significance with Respect to Existing Methods

Although some neurons do not seem to express the c-fos gene5, this method has been proved to be useful to determine neural pathways
activated, for example in respiratory rhythm adaptation during chemical challenges. Compared to other immediate early genes, c-fos has a low
expression in the absence of stimulation, allowing easier quantification of neuronal activity under a test situation6.

The c-FOS detection is a cellular technique that indicates global changes in activity in order to analyze neuronal populations involved in
response to several stimuli. Compared with neuronal activity analysis using an electrophysiological approach, which most of the time concerns
only a small number of cells in a defined brain area, c-FOS detection permits one to appreciate changes of activity in a large number of cells and
therefore to define active areas in the whole CNS. C-FOS detection is easily compatible with unrestrained and awake animals, which is not the
case during neuronal activity recording by electrophysiology. This is an advantage because it avoids stress and interference of anesthetics with
the obtained results.
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Ex vivo, we used a 30 min period of stimulation. It was previously shown that this stimulation is sufficient to induce changes in c-fos expression at
the neuronal level34-36. Five min of stimulation are sufficient to induce changes in c-fos expression, which are observed after a latent period of 15
to 20 min37. The related increases in c-fos expression are related to changes in activity taking place during the first 10 min of stimulation.

Limitations of the Technique

Following stimulation, a delay is required before the accumulation of c-FOS in the nucleus. This delay of about 30 min corresponds to mRNA
and protein synthesis. This item is opposed to the immediacy of the results that may be obtained by recording the activity of neurons with
electrophysiology. This can cause a loss of information about rapid changes in neuronal activity after a specific and transient stimulus.

As c-FOS protein may have a half-life of 90 to 100 min4, its expression could be affected by the surgical procedures or stress associated with
the manipulation of the animal, its constraint, or changes in its environment. Thus, it is necessary to minimize manipulations that could induce
changes in neuronal activity not related to the studied stimulus and to perform tissue sampling immediately after the end of the physiological
stimulus.

Modifications and Troubleshooting of the Technique

In this protocol, the revelation step used a solution that contained 3.3-diaminobenzidine tetrahydrochloride, nickel ammonium sulphate, and
hydrogen peroxide, but the commercial kits for peroxydase could also be used for this step.
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RÉSULTATS GÉNÉRAUX 
 
 

Les résultats obtenus au cours de ce doctorat sont articulés en trois parties dénommées 

« Modulation de la ventilation en normocapnie par l’étonogestrel » (partie 1), « Implication de 

l’érythropoïétine dans la ventilation en hypercapnie » (partie 2), enfin « Implication de la 

leptine dans la ventilation en nornocapnie et en hypercapnie » (partie 3). La première partie 

traitera de l’implication de l’étonogestrel sur le CCR en normocapnie, la seconde et la troisième 

aborderont le rôle respectif de l’érythropoïétine et de la leptine sur la CCR en condition basale 

et son adaptation aux variations de CO2/H+. 
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Partie 1: Modulation de la ventilation en 
normocapnie par l’étonogestrel 

Un des objectifs de ce doctorat était de caractériser l’effet de l’ETO sur la CCR en 
normocapnie et de déterminer en partie ses mécanismes d’action. Pour cela, nous avons 
examiné l’effet de l’ETO sur : 

 
- les variables ventilatoires de base chez les patientes CCHS qui ont présenté une récupération 

de la chémosensibilité au CO2/H+ (Straus et al., 2010) avant, pendant et après l’exposition au 
progestatif ; 

 
- l’activité rythmique (CCR) de base des préparations ex vivo de bulbe rachidien-moelle 

épinière de souris nouveau-nées ; 

 
- l’activité neuronale des structures neuronales bulbaires en conditions basales issues des 

préparations ex vivo. 

 
 

Les résultats obtenus ont donné lieu à deux articles qui vous seront présentés ci-

dessous et dont les principaux éléments seront résumés en amont. 
  



Résultats généraux 
– εodulation de la ventilation en normocapnie par l’étonogestrel 

– 161 – 

 Article publié : Desogestrel enhances ventilation in Ondine patients: 

Animal data involving serotoninergic systems 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Certains travaux de la partie 1 des résultats ont donné lieu à : 

- 1 article de recherche publié en 2016 dans Neuropharmacology 

 

Desogestrel enhances ventilation in Ondine patients: Animal data involving serotoninergic 

systems 

Joubert F, Perrin-Terrin AS, Verkaeren E, Cardot P, Fiamma MN, Frugiere A, Rivals I, 
Similowski T, Straus C, Bodineau L 
Neuropharmacology, 2016,107, p.339-350 
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1. Résumé 

Le désogestrel améliore la ventilation chez des patients CCHS : données 
animales impliquant les systèmes sérotoninergiques 

Objectif 

Déterminer l’effet d’un progestatif, le désogestrel sur la ventilation basale. Pour cela 

nous avons dans un premier temps analysé de manière rétrospective les variables respiratoires 

de base de deux patientes atteintes du syndrome d’hypoventilation alvéolaire centrale 
congénital (CCHS) pour lesquelles une récupération de la chémosensibilité au CO2/H+ a été 

observée sous progestatif (Straus et al., 2010). Dans un second temps, nous avons déterminé 

chez l’animal les mécanismes impliqués dans l’effet de ce progestatif au niveau du bulbe 

rachidien, région encéphalique contenant les structures qui génèrent et modulent la CCR, en 

enregistrant l’activité rythmique assimilée à la commande centrale respiratoire au niveau de la 

racine cervicale ventrale C4 de préparations ex vivo de SNC isolé de souris nouveau-nées de 

façon à étudier la fréquence (fR ) et l’amplitude des bouffées inspiratoires (IntC4) dans les 

différentes conditions expérimentales testées (normocapnie avec ou sans application ou co-

application pharmacologique). 

Contexte scientifique 

Le CCHS est une maladie neuro-respiratoire caractérisée par une diminution importante 

ou une abolition de la chémosensibilité au CO2/H+ se traduisant par une hypoventilation 

profonde pendant le sommeil (Amiel et al., 2003). Ce syndrome est dû à une mutation du gène 

PHOX2B (Amiel et al., 2003). Cette pathologie nécessite une assistance ventilatoire mécanique 

au moins pendant le sommeil pérenne et aujourd’hui, aucun traitement pharmacologique n’est 
connu. 

Chez deux patientes CCHS adultes, une récupération de la chémosensibilité au CO2/H+ 

a été observée de manière fortuite au sein de notre laboratoire (Straus et al., 2010). Ces deux 

patientes avaient commencé à prendre du désogestrel dans le cadre de leur contraception (Straus 

et al., 2010). En prenant en considération les effets connus de la progestérone sur la CCR 

(Behan et al., 2003), l’hypothèse d’une implication du désogestrel dans cette récupération de la 

réponse ventilatoire au CO2/H+ a été émise (Straus et al., 2010). Cependant, chez une autre 

patiente CCHS qui a reçu volontairement du désogestrel (Li et al., 2013a), cette récupération 

n’a pas été observée. Ces effets contradictoires pourraient être dus à la complexité d’action du 
progestatif et/ou aux variations inter-individuelles (e.g. âge, mutation). 

Le désogestrel, dont le principal métabolite actif est l’étonogestrel (ETO), est un 

progestatif de synthèse dérivé de la testostérone appartenant à la famille des gonanes 

(Schumacher et al., 2007, Sitruk-Ware, 2008). Son mécanisme d’action pourrait impliquer de 
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multiples voies. Des études menées chez l’animal ont révélé que l’effet de la progestérone et 
des progestatifs 1) dépendait de mécanismes localisés au niveau de l’hypothalamus et du tronc 
cérébral (Bayliss et al., 1987, Bayliss et al., 1990, Pascual et al., 2002) et 2) pouvait être lié à 

des effets génomiques (Schumacher et al., 2007) et non génomiques (Pascual et al., 2002, 

Belelli & Lambert, 2005, Ren & Greer, 2006b, Pang et al., 2013). La compréhension des 

mécanismes d’action du désogestrel et de l’ETO sur la CCR est fondamentale pour évaluer les 
conditions à partir desquelles les patients souffrant de syndromes d’hypoventilation (CHS) tel 

que le CCHS pourraient recevoir ces progestatifs dans le cadre de leur traitement. 

Résultats et discussion 

- Le désogestrel augmente la fR de base et réduit la PETCO2 chez les deux patientes 
CCHS 

Ces deux patientes présentaient un profil respiratoire similaire pendant l’exposition au 
désogestrel i.e. une augmentation de la fR accompagnée d’une diminution de la PETCO2 

(pression télé-expiratoire en CO2 correspondant à la valeur de PaCO2 à la fin de l’expiration). 

Les données de la littérature suggèrent que la progestérone et certains progestatifs de la famille 

des pregnanes augmentent la fR chez des sujets sains (Skatrud et al., 1978a, Behan et al., 2003, 

Jensen et al., 2008) mais pas chez les patients CCHS (Sritippayawan et al., 2002). Nos 

observations suggèrent que le désogestrel, et plus largement les progestatifs de la famille des 

gonanes, pourraient interférer avec le contrôle de la ventilation via des mécanismes distincts de 

ceux impliqués dans l’effet des pregnanes. 

- Des mécanismes bulbaires sont impliqués dans l’effet facilitateur de l’ETO sur la 
fR 

La fR de base des préparations ex vivo était significativement augmentée après 

exposition à l’ETO, de manière dose dépendante, alors que l’intégration de l’amplitude des 

bouffées inspiratoires (IntC4) n’était pas modifiée. Ces résultats sont en accord avec nos 
observations sur les deux patientes CCHS qui montrent une augmentation de la fR sans 

modification du VT, suggérant que l’augmentation de la fR observée chez ces deux patientes 

dépendrait, au moins en partie, de mécanismes bulbaires. δ’approche histologique a mis en 
évidence des modifications de l’expression de c-fos au niveau de la VLM, région qui contient 

le PréBötC (Feldman et al., 2013), des noyaux du RPa et du ROb et du NTSc/m ainsi qu’une 
implication des neurones catécholaminergiques A1/C1 au niveau de la VLM. 

- Le récepteur GABAA est impliqué dans la modulation de la fR par l’ETO 

Le blocage des récepteurs GABAA supprime soit totalement soit partiellement l’effet de 
l’ETO suivant la concentration testée. Ces résultats suggèrent 1) qu’au moins une partie de 
l’effet de l’ETO sur la fR dépend d’une interaction avec les récepteurs GABAA et 2) que cette 

interaction soit dose-dépendante. Des études réalisées sur des progestatifs de la famille des 
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pregnanes ont montré qu’en fonction de la concentration du progestatif, différentes sous-unités 

des récepteurs GABAA pouvaient être modulées. Les récepteurs contenant les sous-unités α1 et 

α3 sont modulés par de faibles concentrations alors que la modulation de récepteurs qui 

contiennent les sous unités α2, α4, α5 ou α6 nécessite des concentrations 3 à 10 fois plus élevées 

(Belelli et al., 2002). Notre hypothèse est que l’effet dose dépendant de l’ETO dépende d’une 
interaction avec différentes isoformes de la sous-unité α du récepteur GABAA (Belelli & 

Lambert, 2005). 

De plus, l’ETO potentialise l’effet du muscimol sur la fR. Ce résultat suggère que le 

progestatif est un modulateur positif du récepteur GABAA. Cette hypothèse est corroborée par 

le fait d’une part que la testostérone, molécule à partir de laquelle le progestatif dérive, est un 

modulateur positif de GABAA (Park-Chung et al., 1999) et que d’autre part les modulateurs 

négatifs de GABAA sont caractérisés par une charge négative au niveau du carbone C3 (Park-

Chung et al., 1999), ce qui n’est pas le cas de l’ETO qui y présente un groupe cétone Grandi 

(Grandi et al., 2014). 

- Le récepteur NMDA est impliqué dans la modulation de la fR par l’ETO 

Les résultats de co-application pharmacologique montrent 1) que l’effet facilitateur 

induit par l’ETO est supprimé après le blocage des récepteurs NεDA et 2) que l’ETO à 0,05με 
potentialise l’effet du NεDA sur le récepteur NεDA. δes résultats d’immunohistochimie 
montrent quant à eux une augmentation de l’expression de c-fos au niveau du NTSc/m 

uniquement à 0,05με d’ETO. En prenant en compte l’ensemble de ces résultats, notre 
hypothèse est qu’à cette concentration, l’ETO module les récepteurs NεDA localisés au niveau 

de neurones du NTSc/m (Lin et al., 2008). Cette hypothèse est soutenue par le fait que la 

modulation par certains stéroïdes des neurones du NTSc/m a été démontrée (Xue & Hay, 2003). 

- Une voie nerveuse impliquant les systèmes sérotoninergiques est impliquée dans 
la modulation de la fR par l’ETO 

δe blocage des systèmes sérotoninergiques supprime l’effet facilitateur de l’ETO sur la 
fR, suggérant l’implication d’une signalisation sérotoninergique dans cet effet. De plus, les 
résultats immunohistochimiques montrent une activation des neurones sérotoninergiques au 

niveau du RPa et du ROb. Les données de la littérature relatent une implication des neurones 

sérotoninergiques dans l’influence facilitatrice de la progestérone (Farmer et al., 1996, Behan 

et al., 2003) qui dépend de structures pontiques (Robichaud & Debonnel, 2004) ou 

hypothalamiques (Farmer et al., 1996). Ainsi, nos résultats suggèrent une interaction de l’ETO 
avec les systèmes sérotoninergiques au niveau bulbaire, impliquant une nouvelle voie 

d’interaction entre les systèmes progestéronergiques et sérotoninergiques qui pourrait être 

spécifique des progestatifs de la famille des gonanes. 

Conclusion 
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Des résultats émanant des patientes CCHS ont montré que le désogestrel était associé à 

une récupération de la chémosensibilité au CO2/H+ (Straus et al., 2010). De même, l’ETO, son 
principal métabolite actif, a montré une amélioration de la chémosensibilité au CO2/H+ via des 

mécanismes supra-bulbaires chez le rat nouveau-né (Loiseau et al., 2014). Combinées aux 

résultats précités, ces observations suggèrent l’implication de deux voies distinctes dans les 
effets du progestatif sur la ventilation i.e. une voie bulbaire dans la modulation des variables 

respiratoires de base et une voie supra-bulbaire dans la chémosensibilité au CO2/H+. Des 

mécanismes bulbaires et supra-bulbaires pourraient donc coexister chez les patients CCHS. Les 

données animales, qui sont en faveur de la participation d’une voie sérotoninergique bulbaire 
dans l’effet stimulant de l’ETO sur la fR, conduisent à proposer des perspectives cliniques basées 

sur la combinaison de ces progestatifs avec un traitement sérotoninergique en vue d’améliorer 
les effets du désogestrel sur la ventilation de patients CCHS. 
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a b s t r a c t

Congenital central hypoventilation syndrome (CCHS) is a neurorespiratory disease characterized by life-

threatening sleep-related hypoventilation involving an alteration of CO2/H
þ chemosensitivity. Incidental

findings have suggested that desogestrel may allow recovery of the ventilatory response to CO2. The

effects of desogestrel on resting ventilation have not been reported. This study was designed to test the

hypothesis that desogestrel strengthens baseline ventilation by analyzing the ventilation of CCHS pa-

tients. Rodent models were used in order to determine the mechanisms involved. Ventilation in CCHS

patients was measured with a pneumotachometer. In mice, ventilatory neural activity was recorded from

ex vivo medullary-spinal cord preparations, ventilation was measured by plethysmography and c-fos

expression was studied in medullary respiratory nuclei. Desogestrel increased baseline respiratory fre-

quency of CCHS patients leading to a decrease in their PETCO2. In medullary spinal-cord preparations or

in vivo mice, the metabolite of desogestrel, etonogestrel, induced an increase in respiratory frequency

that necessitated the functioning of serotoninergic systems, and modulated GABAA and NMDA ventila-

tory regulations. c-FOS analysis showed the involvement of medullary respiratory groups of cell

including serotoninergic neurons of the raphe pallidus and raphe obscurus nuclei that seem to play a key

role. Thus, desogestrel may improve resting ventilation in CCHS patients by a stimulant effect on baseline

respiratory frequency. Our data open up clinical perspectives based on the combination of this progestin

with serotoninergic drugs to enhance ventilation in CCHS patients.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Breathing depends on a rhythmic command originating in a

brainstem neuronal network that is finely tuned to variations of O2,

CO2 and pH (Feldman et al., 2013). Significant disruptions in the

neuronal respiratory network or its regulatory processes are asso-

ciated with various pathological conditions including central

hypoventilation syndromes (Carroll et al., 2010; Ramanantsoa and

Gallego, 2013). These disorders can be life-threatening and may

require mechanical ventilatory assistance. They expose patients to

neural damage (Harper et al., 2014) and impair their quality of life.

No pharmacological treatment is available for central

Abbreviations: aCSF, artificial cerebrospinal fluid; CCHS, congenital central

hypoventilation syndrome; CVD, central ventilatory drive; DMSO, dimethylsulf-

oxide; DSG, desogestrel; ETO, etonogestrel; fR, respiratory frequency; IntC4, inte-

grated C4 burst activity; NMDA, N-methyl-D-aspartate; NTS, nucleus tractus

solitarius; PETCO2, end-tidal carbon dioxide partial pressure; PBS, phosphate-buff-

ered saline; preBotC, pre-Botzinger complex; RMg, raphe magnus; ROb, raphe

obscurus; RPa, raphe pallidus; RTN/pFRG, retrotrapezoid nucleus/parafacial respi-

ratory group; _VE, minute ventilation; VLM, ventrolateral medullary reticular nu-

cleus; VT, tidal volume; 5-HT, serotonin.
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hypoventilation syndromes.

Congenital central hypoventilation syndrome (CCHS) is a neu-

rorespiratory disease characterized by sleep-related hypo-

ventilation and the absence or reduction in CO2/H
þ

chemosensitivity (Amiel et al., 2003; Weese-Mayer et al., 2010) due

to mutations of the PHOX2B gene (Amiel et al., 2003). Recovery of

CO2/H
þ chemosensitivity was incidentally observed in two adult

CCHS women using desogestrel (DSG) for contraceptive purposes

(Straus et al., 2010). In view of the known effects of progesterone on

central ventilatory drive (CVD) and despite the absence of known

effects of progesterone in CCHS (Behan et al., 2003; Sritippayawan

et al., 2002), it was hypothesized that DSG was responsible for

restoring the ventilatory response to CO2 (Straus et al., 2010).

Deliberately administering DSG to another patient did not induce

any recovery of CO2/H
þ chemosensitivity (Li et al., 2013). These

contradictory findings may be due to the complex nature of the

actions of progestins on breathing control, idiosyncrasies or both.

The action of DSG (Straus et al., 2010), or rather its metabolite 3-

ketodesogestrel (etonogestrel; ETO), a synthetic progestin derived

from testosterone and belonging to the gonane family (Schumacher

et al., 2007; Sitruk-Ware, 2008), may involve multiple pathways, as

animal studies have revealed that the ventilatory action of pro-

gesterone and progestins depends on hypothalamus and brainstem

mechanisms (Bayliss et al., 1990; Pascual et al., 2002) related to

both genomic (Schumacher et al., 2007) and non-genomic effects

(Belelli and Lambert, 2005; Pang et al., 2013; Pascual et al., 2002;

Ren and Greer, 2006). A better understanding of the mechanisms

of action of DSG and ETO on breathing command and regulation is

fundamental to evaluate the conditions under which these pro-

gestins could be used to treat patients with central hypoventilation.

In this context, we recently showed, in rodents, that ETO enhances

the ventilatory response to metabolic acidosis by a mechanism

involving supramedullary structures (Loiseau et al., 2014). Whether

or not DSG and ETO interfere with generation of the respiratory

rhythm (namely resting ventilation) is currently unknown.

The present study examined the effect of DSG on resting

ventilation in CCHS women and the actions of its metabolite, ETO,

on CVD at the medulla oblongata, the anatomical region where

essential respiratory neural structures are located (Feldman et al.,

2013). The ex vivo mouse medullary-spinal cord preparation was

used to identify the medullary effects of ETO (Voituron et al., 2011).

Combined co-applications of ETO and GABAAergic, glutamatergic

and serotoninergic agonists or antagonists and c-FOS analysis were

used to identify the mechanisms involved. Some of the results of

these studies have been previously reported in the form of abstracts

(Joubert et al., 2014; Perrin-Terrin et al., 2015).

2. Materials and methods

2.1. Humans

The study in humans was carried out on the ventilatory signal

recorded by Straus et al (Straus et al., 2010) at the time of the first

description of recovery of chemosensitivity in two CCHS patients

taking DSG 75 mg daily for contraception. The previous publication

(Straus et al., 2010) reported the ventilatory response of patients to

hypercapnia. In the present study, we analyzed the baseline

ventilation recorded before exposure to hypercapnia.

The two patients were regularly assessed in the adult branch of

the French reference Center for CCHS (Straus et al., 2010; Trang

et al., 2005), according to current guidelines (Weese-Mayer et al.,

2010). Both patients gave their written consent to scientific publi-

cation of the results obtained from their data (Straus et al., 2010).

Briefly, the first patient was a 19-year-old woman, who

harbored a 5-alanine expansion mutation of the PHOX2B gene. At

the time of the study, shewas dependent onmechanical ventilation

only during sleep and presented normal ventilation during wake-

fulness at rest.

The second patient was a 30-year-old woman, who harbored a

6-alanine expansion mutation of the PHOX2B gene. At the time of

the study, she was still tracheotomized and dependent on me-

chanical ventilation, but only during sleep. However, hypo-

ventilation was present during wakefulness at rest

(PaO2 z 75 mmHg; PaCO2 z 55 mmHg).

The two patients breathed through a pneumotachometer and

their tidal volume (VT), respiratory frequency (fR), minute ventila-

tion ( _VE), and end-tidal carbon dioxide partial pressure (PETCO2)

were recorded (Hyp’Air Compactþ, Medisoft, Sorinnes-Dinant,

Belgium) at different times during 5 respiratory cycles, i.e. before,

during and after DSG exposure.

2.2. Animals

Experiments were performed on both male and female

newborn (0e3 days old; 2.1 ± 0.1g) wild-type mice (Mus musculus,

OF1 strain; Charles River laboratories, L'Arbresle, France (http://

www.criver.com/products-services/basic-research/find-a-model/

of1-mouse). All experiments were carried out in accordance with

Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the

Council of 22 September 2010 and French law (2013/118). All efforts

were made to minimize the number of animals used and their

suffering. Animals were kept on a 12 h light-dark cycle with free

access to food and water.

2.2.1. Pharmacological agents

Drugs obtained from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier,

France), were prepared in either saline or dimethylsulfoxide

(DMSO) and were dissolved in artificial cerebrospinal fluid (aCSF)

for ex vivo preparations and in oil for in vivo experimentations

(Garcia-Pelaez et al., 2007; Ren and Greer, 2006). Bicuculline, MK-

801, methysergide, N-methyl-D-aspartate (NMDA), muscimol and

serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) were prepared in saline.

ETO, like other steroids, was dissolved in DMSO or oil.

2.2.2. Whole body plethysmography

Animals were placed in an experimental chamber (20 mL) in

which they could freely move. The chamber was maintained at

33 �C, the thermoneutral zone (Gordon, 1993), with an external

heat source. During the experimental period, the chamber was

continuously flushed at 0.6 L min�1 for the continuous delivery of

air and removal of expired CO2. Using an adaptation of the baro-

metric method previously described (Bartlett and Tenney, 1970),

the pressure change induced by the respiratory flow was recorded

with a differential pressure transducer (Valydine MP 45, North-

ridge, CA, USA). The pressure signal was digitized through a Lab-

Chart data analysis system (ADInstruments, Castle Hill, Australia).

Measurements were made on 15 s, at intervals of 5 min.

2.2.3. Medullary-spinal cord preparations

Newborn mice were placed under deep cold anesthesia and

medullary-spinal cord preparations were dissected out as previ-

ously described. The rostral section was made at the level of the

eighth cranial nerve exit point. The caudal section was made be-

tween the seventh and eighth cervical spinal roots. Preparations

were placed in a recording chamber with the ventral surface facing

upward. They were continuously superfused at a rate of 10 ml/min,

at 26 �C, with dioxygenated aCSF (129.0 mM NaCl, 3.35 mM KCl,

1.26 mM CaCl2 2H2O, 1.15 mM MgCl2 6H2O, 0.58 mM NaH2PO4H2O,

21.0 mM NaHCO3, 30.0 mM D-glucose) saturated with O2 and

adjusted to pH 7.4 by bubbling with 95% O2 and 5% CO2 (normal pH-
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aCSF).

CVD was analyzed by measuring the electrical activity of a

fourth cervical ventral nerve root (C4) recorded using a suction

electrode, filtered (10e3000 Hz), amplified (�5000), integrated

(time constant 100 ms) and digitized by a Spike 2 data analysis

system (CED, Cambridge, UK), at a sampling frequency of 2500 Hz.

As previously reported, fR was commonly defined as the burst

frequency recorded from C4 over 1 min. The integrated C4 burst

activity (IntC4) was also used as an index of inspiratory activity

(Voituron et al., 2006).

2.2.4. Pharmacological applications

2.2.4.1. Analysis of the effect of ETO on in vivo newborn mice.

Newborn mice received per os either ETO (10�3 mg/kg) dissolved in

oil, or oil alone.

2.2.4.2. Analysis of the effect of ETO on ex vivo preparations.

After completion of the surgical procedure, ex vivo preparations

were maintained in normal pH-aCSF superfusion for 30 min to

stabilize CVD; baseline values were defined as the mean value over

the last 5 min of this period. The effect of ETO was determined

under normal pH at 0.05, 0.5, 1 and 2 mM (final concentration of

DMSO used to dissolve ETO was 0.01%). After stabilization, ETO or

DMSO alone was added to normal pH-aCSF for 30 min. fR and IntC4

were then averaged over successive 5-min intervals and expressed

as a percentage of baseline values. Preparations were then either

returned to normal pH-aCSF superfusion for 30 min or fixed by

incubation in 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate-buffered

saline (PBS; pH 7.4).

2.2.4.3. Analysis of interactions of ETO with GABAA receptors on

ex vivo preparations. In a first step, we investigated possible in-

teractions between GABAA receptors and ETO by evaluating

changes in the effect of ETO under conditions of GABAA receptor

blockade. After stabilization, preparations were successively

superfused with normal pH-aCSF containing bicuculline for 10 min

followed by normal pH-aCSF containing bicuculline and supple-

mented with ETO or DMSO for 30 min; fR, the only respiratory

variable affected by ETO, was expressed as a percentage of bicu-

culline values (values obtained during the last 5 min of bicuculline

exposure). Preparations were subsequently returned to normal pH-

aCSF for 10 min.

In a second set of experiments, we tried to characterize the

action of ETO on the GABAA receptor effects on fR i.e. facilitation or

moderation. We compared the effect of muscimol on fR in both the

presence and the absence of ETO. According to data of the litera-

ture, the IC50 of muscimol was first determined by examining its

effect on fR at several concentrations (0.05, 0.10, 0.15, 0.20 and

0.25 mM) for 4 min. Preparations were exposed to normal pH-aCSF

containing either ETO or DMSO and then to normal pH-aCSF con-

taining ETO or DMSO with muscimol at IC50 for 4 min; fR was

expressed as a percentage of pre-muscimol values (values obtained

during the 5min precedingmuscimol exposure). Preparations were

subsequently returned to normal pH-aCSF for 10 min.

2.2.4.4. Analysis of interactions of ETO with NMDA receptors on

ex vivo preparations. According to data of the literature, the EC50 of

the effect of NMDA on fR was determined by examining its effect at

several concentrations (8.0, 8.5, 9.0, 9.5 and 10 mM) for 10 min.

First, we evaluated changes in the effect of ETO under conditions

of NMDA receptor blockade. We determined the lowest concen-

tration of MK-801 that totally antagonized the NMDA effect on fR.

Preparations were successively exposed to several concentrations

of MK-801 (2.5, 5 and 10 mM) for 10 min followed by NMDA at EC50

for 10 min; the lowest concentration of MK-801 that totally

antagonized NMDA receptors was found to be 2.5 mM. Then, after a

stabilization period, preparations were superfused with normal

pH-aCSF containing MK-801 (2.5 mM) for 10 min followed by

normal pH-aCSF containing MK-801 supplemented with ETO for

30 min; fR was expressed as a percentage of MK-801 values. Prep-

arations were subsequently returned to normal pH-aCSF for 10min.

Second, to investigate possible modulation of the effects of

NMDA receptors on fR by ETO, we compared the effect of NMDA in

both the presence and the absence of ETO. Preparations were

exposed to NMDA at EC50 for 10 min after 30 min of exposure to

normal pH-aCSF containing either ETO or DMSO; fR was expressed

as a percentage of pre-NMDA values (values obtained during the

5 min preceding NMDA exposure). Preparations were subsequently

returned to normal pH-aCSF for 10 min.

2.2.4.5. Analysis of interactions of ETO with serotoninergic systems

on ex vivo preparations. To study the implication of serotoninergic

systems on modulation of central respiratory drive by ETO, we

evaluated the effect of ETO in the presence of blockade of 5-HT1/2/7
receptors, which are the main 5-HT receptors involved in respira-

tory modulation (Hilaire and Duron, 1999).

We determined the effect of 5-HT (25 mM) for 10 min on fR. We

then determined the lowest concentration of methysergide that

totally antagonized the respiratory effects of 5-HT. Preparations

were successively exposed to several concentrations (1, 2.5, 5 and

10 mM) of methysergide for 10 min followed by 5-HT (25 mM) for

10 min; the lowest concentration of methysergide that totally

antagonized the effects of 5-HT on fR was determined to be 5 mM.

After a stabilization period, preparations were successively

superfused with normal pH-aCSF containing methysergide (5 mM)

followed by a normal pH-aCSF containing methysergide supple-

mented with ETO for 30 min; fR was expressed as a percentage of

baseline values minus the effect of methysergide alone.

2.2.5. Immunohistochemistry

To identify ETO-induced changes in cell activity, immunohisto-

chemical analysis for c-FOS was carried out in ex vivo medullary-

spinal cord preparations exposed to either ETO or DMSO for

30 min (n ¼ 32). At the end, preparations were fixed in 4% para-

formaldehyde in 0.1 M PBS (pH 7.4) for 48 h at 4 �C. Preparations

were then cryoprotected for 48 h in 30% sucrose in 0.1 M PBS and

stored at �20 �C for subsequent use. Standard immunohisto-

chemical procedures were used to locate c-FOS on 40 mm-thick

coronal free-floating sections obtained using a cryostat (Leica CM

1510S) (Voituron et al., 2011). Briefly, sections were incubated with

a rabbit polyclonal antibody against c-FOS (sc-52; Santa Cruz

Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA; 1:2000) in 1% BSA for 48 h

at 4 �C. They were then incubated for 2 h with a biotinylated goat

anti-rabbit immunoglobulin (Vector Laboratories, Burlington,

Canada; 1:500) and thenwith an avidin-biotin-peroxidase complex

(ABC; Novostain Super ABC kit, Novocastra Laboratories, Newcastle,

UK; 1:250) for 1 h. Peroxidase activity was detectedwith 0.02% 3,3’-

diaminobenzidine tetrahydrochloride and 0.01% H2O2 in 0.05 M

Tris-HCl buffer (pH 7.6).

To characterize the cells displaying changes in activity revealed

by c-FOS analysis, dual detections were performed i.e. c-FOS and

tyrosine hydroxylase (TH) and c-FOS and 5-HT. Sections were first

incubated with a rabbit polyclonal antibody against c-FOS (sc-253

Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA; 1:8000; 48 h;

4 �C), then with a biotinylated goat anti-rabbit immunoglobulin

(Vector Laboratories, Burlington, Canada; 1:500; 2 h) and ABC

(1:250). Peroxidase activity was detected with 0.02% 3,3’-dia-

minobenzidine tetrahydrochloride, 0.04% nickel ammonium sulfate

and 0.01% hydrogen peroxide in 0.05 M Tris buffer (pH 7.6). Sec-

ondly, sections were incubated with either a mouse polyclonal

F. Joubert et al. / Neuropharmacology 107 (2016) 339e350 341



antibody against TH (MAB318, Millipore, 1:4000) or a rabbit poly-

clonal antibody against 5-HT (S5545, SigmaeAldrich, Saint-

Quentin Fallavier, France; 1:500) for 48 h at 4 �C. Sections were

subsequently incubated for 2 h with biotinylated horse anti-mouse

(Vector Laboratories, Burlington, Canada; 1:500) or goat anti-rabbit

(Vector Laboratories, Burlington, Canada; 1:500), respectively, and

thenwith ABC (1:250). Peroxidase activity was detected with 0.02%

3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride and 0.01% hydrogen

peroxide in 0.05 M Tris buffer (pH 7.6).

In all cases, control sections were processed in parallel, but with

the omission of primary or secondary antibodies. No labeling was

observed on control sections.

Sections were mounted in sequential caudo-rostral order on

silanized slides, air-dried and coverslipped with Entellan® (VWR

International S.A.S).

Sections were examined under a light microscope (Leica DM

2000; Leica Microsystems, Heidelberg, Germany). The distribution

of c-FOS, c-FOS/TH and c-FOS/5-HT immunolabeled cells was

plotted onto drawings with the aid of a drawing tube attached to

the microscope (magnification �10). c-FOS and double-labeled

cells were visually counted under the microscope at high magni-

fication (�400) in medullary structures involved in central respi-

ratory drive using standard landmarks (Paxinos et al., 2007;

Paxinos and Franklin, 2001). Immunolabeled cells were photo-

graphed with a digital camera (Leica DFC450C, Leica Microsystems,

Heidelberg, Germany). c-FOS-positive cells were analyzed in the

ventrolateral medullary reticular nucleus (VLM), nucleus tractus

solitarius (NTS), medullary raphe nuclei (raphe magnus (RMg),

obscurus (ROb) and pallidus (RPa)), retrotrapezoid nucleus/par-

afacial respiratory group (RTN/pFRG), parapyramidal area (PP),

hypoglossal and facial nucleus. The VLM is a neuronal column

ventral to the nucleus ambiguus including the pre-Botzinger

complex (preBotC) and A1C1 group of neurons and extending

from the pyramidal decussation to the caudal edge of the facial

nucleus. Using standard landmarks (Paxinos et al., 2007; Paxinos

and Franklin, 2001), a distinction was made between the caudal

part of the RPa and ROb (from the pyramidal decussation to the

rostral edge of the inferior olives) and their rostral part (from the

rostral edge of the inferior olives to the rostral edge of the facial

nucleus). Several subdivisions of the NTS were analyzed, i.e the

commissural, median and ventrolateral and the commissural and

median subdivisions were grouped in a single entity referred to as

the commissural/median NTS (c/mNTS).

2.2.6. Statistics

Data were expressed as mean (±SEM) and analyzed with

GraphPad (GraphPad Prism5 San Diego California USA) or Matlab

(MATLAB Version: 8.5.0.197613 (R2015a)).

For human data, the significance of the effects on the responses

(fR, VT, _VE PETCO2) of the fixed effect time factor (before, during or

after DSG treatment) and of the random effect patient factor (two

modalities, first or second patient) were tested using a hierarchical

two-way ANOVA, homoscedasticity being assessed by Bartlett's

test, and normality by Lilliefors' variant of Kolmogorov-Smirnov's

test. The p-values of the two-by-two comparisons between

different times for each patient were adjusted for multiple testing

using Sidak's correction. For animal data, a single dose of each

tested drug was applied for each animal or preparation. Depending

on normality and homoscedasticity, two-way ANOVA followed by

Bonferroni's post hoc least squares differences (PLSD) correction or
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Kruskal-Wallis test followed by Dunn's PLSDwere used. Differences

were considered significant at p < 0.05.

3. Results

3.1. Effect of DSG on baseline ventilatory variables of two CCHS

patients

Before DSG exposure, the first CCHS patient displayed a _VE of

8.33 ± 0.36 L/min resulting from a fR of 13.06 ± 0.54/min and a VTof

0.64 ± 0.03 L. Her PETCO2 was 37.33 ± 0.23mmHg. Eighteen months

after starting DSG (Straus et al., 2010), baseline fR increased

(17.26 ± 0.66/min, þ32%; p < 0.01; Fig. 1A), PETCO2 decreased

(34.63 ± 0.37 mmHg, �7%; p < 0.01; Fig. 1C), but VT remained

unchanged (0.66 ± 0.02 L), resulting in an increase in _VE

(11.42 ± 0.25 L/min, þ37%; p < 0.001). Four months after stopping

DSG, fR and _VE returned to baseline levels (13.34 ± 0.90/min,

8.98 ± 0.29 L/min; p < 0.01; Fig. 1A) and PETCO2 increased to

42.53 ± 0.45 mmHg (p < 0.001; Fig. 1C).

The second patient presented a similar response profile. Her

baseline ventilatory variables were 18.02 ± 0.57/min, 0.60 ± 0.03 L

and 10.69 ± 0.49 L/min for fR, VT and _VE, respectively. Her PETCO2
was 52.90 ± 0.30 mmHg. Two months after starting DSG, fR
increased (27.36 ± 1.71/min, þ52%; p < 0.001; Fig. 1B), but VT

remained unchanged (0.61 ± 0.04 L), resulting in an increase in _VE

(16.53 ± 0.64 L/min, þ55%; p < 0.001), while PETCO2 decreased

(46.86 ± 0.45 mmHg, �11%; p < 0.001; Fig. 1D). Two months after

stopping DSG, fR significantly decreased (24.00 ± 0.97/min;

p < 0.05; Fig. 1B) and _VE was slightly lower than on DSG

(16.45 ± 0.61 L/min) but still increased. PETCO2 increased to

54.36 ± 0.79 mmHg (p < 0.001; Fig. 1D).

3.2. Effect of ETO on baseline respiratory frequency on in vivo

newborn mice

After exposure to 10�3 mg/kg ETO, the baseline fR was

196.6 ± 12.1cycles/min (Fig. 2B,C; n ¼ 11). This fR was significantly

increased compared to control mice (oil exposure; 146.8 ± 7.2cy-

cles/min, p < 0.001; Fig. 2A,C; n ¼ 16).

3.3. Effect of ETO on ex vivo preparations

Baseline fR was 8.5 ± 0.2 bursts/min with no significant differ-

ences between groups.

3.3.1. Effect of ETO on CVD

fR was significantly increased after 25 min of exposure to 0.05,

0.5, 1 and 2 mM ETO (129.7 ± 5.7%, p < 0.001, n ¼ 16; 129.7 ± 8.6%,

p < 0.001, n ¼ 14; 123.2 ± 3.2%, p < 0.001, n ¼ 24 and 147.1 ± 5.8%,

p < 0.001, n ¼ 14, respectively; Fig. 3CeK), while in control, DMSO

exposure, did not induce any significant changes (111.0 ± 3.7%,

n ¼ 18; Fig. 3A,B,K). fR was significantly higher at all ETO concen-

trations than with DMSO (0.5 and 1 mM p < 0.01; 0.05 and 2 mM,

p < 0.001; Fig. 3K). In addition, the increase in fR induced by 2 mM

ETO was significantly greater than that observed with lower con-

centrations (p < 0.01, Fig. 3K). After removing the ETO by returning

to normal-pH-aCSF, fR returned to baseline values for 0.05 and
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0.5 mM ETO, but not for 1 and 2 mM ETO (153.1 ± 1.2% and

154.3 ± 14.3%, p < 0.05, respectively).

In contrast, the burst amplitude (IntC4) was notmodified by ETO

(100.9 ± 4.9%; 100.4 ± 1.5%; 98.1 ± 2.7%; 94.2 ± 3.3% for 0.05, 0.5, 1

and 2 mM ETO and 99.7 ± 2.2%, for DMSO; Fig. 3AeJ).

3.3.2. Interaction of ETO with the GABAA receptor

After 10 min of exposure, bicuculline (GABAA receptor antago-

nist) induced a significant increase in fR (137.7 ± 8.0%, p < 0.001;

Fig. 4A,C,E).

Under bicuculline, 0.05 mM ETO still induced a significant in-

crease in fR (115.7 ± 2.8%, p < 0.05, n ¼ 8; Fig. 4C,D,G) that was

significantly different from that observed with DMSO (107.6 ± 3.3%,

p < 0.05, n ¼ 10; Fig. 4A,B), but significantly lower (50%) than the fR
increase induced by ETO without bicuculline (p < 0.05; Fig. 4G).

After removing the ETO, fR returned to bicuculline values

(97.0 ± 1.8%). In contrast, under bicuculline, 2 mM ETO failed to

induce any increase in fR (107.6 ± 1.1%, p < 0.001, n ¼ 9; Fig. 4E,F,G).

fR was dose-dependently decreased by application of muscimol

(GABAA receptor agonist; IC50 ¼ 0.14 mM, n ¼ 28; Fig. 4H). The

decrease in fR induced by muscimol (IC50) was greater with ETO

(39.6 ± 7.1%, p < 0.001, n ¼ 14 and 36.7 ± 7.0%, p < 0.001, n ¼ 14 for

0.05 and 2 mM, respectively, Fig. 4KeO) than with DMSO

(66.6 ± 11.0%, p < 0.01, n ¼ 9; Fig. 4I,J,O). After return to normal-pH-

aCSF, fR returned to pre-muscimol values (102.8 ± 2.6% for DMSO and

100.6 ± 3.8% and 112.0 ± 4.0% for 0.05 and 2 mM ETO, respectively).
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Fig. 4. ETO regulates the efficiency of GABAA modulation of fR. (AeF) Ventilatory C4 activity under bicuculline exposure over the last 5 min preceding (A, C and E) and during (B, D

and F) DMSO or ETO exposure. (G) Histogram showing mean value of fR during ETO exposure in the absence and in the presence of bicuculline. (H) Dose-response curve of changes

in mean fR in response to exposure to muscimol. (IeN) Traces illustrate the ventilatory C4 activity under DMSO and ETO exposure over the last 5 min before (I, K and M) and during

(J, L and N) muscimol application. (O) Histogram showing mean value of fR observed under muscimol and DMSO (white bar) or ETO (gray bars) application. Data are expressed as
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3.3.3. Interaction of ETO with the NMDA receptor

fR was dose-dependently increased by NMDA (EC50 ¼ 9.28 mM,

n ¼ 20; Fig. 5A). The optimal concentration of dizocilpine (MK-801,

a NMDA receptor antagonist) was 2.5 mM. At this concentration, fR
was not significantly altered (103.3 ± 6.1%) and the EC50 of NMDA

did not modify fR (113.5 ± 7.8%, n ¼ 5). Under 2.5 mM MK-801, the

increase in fR induced by 0.05 mM ETO was no longer observed

(97.6 ± 9.1%, n ¼ 4; Fig. 5BeD), this was significantly different from

that observed without MK-801 (p < 0.01, Fig. 5D).

Exposure to the EC50 of NMDA together with DMSO or ETO (0.05

and 2 mM) significantly increased fR (130.4 ± 12.2%, p < 0.05, n¼ 10;

153.3 ± 8.8%, p < 0.001, n ¼ 11; and 140.5 ± 10.2%, p < 0.01, n ¼ 8,

respectively; Fig. 5EeK). The increase in fR observed with 0.05 mM

ETO was significantly greater (p < 0.05, Fig. 5K) than that observed

with DMSO. After return to normal-pH-aCSF, fR returned to pre-

NMDA values for 2 mM ETO (91.7 ± 8.8%), but not for DMSO or

0.05 mM ETO (80.2 ± 5.3%, p < 0.05; 60.8 ± 7.5%, p < 0.001;

respectively).

3.3.4. Interaction of ETO with serotoninergic systems

5-HT (25 mM) increased fR (146.8 ± 16.4%, p < 0.01, n ¼ 5;

Fig. 6AeC). After exposure to 5 mM methysergide (a 5-HT1/2/7 re-

ceptor antagonist), mean fR was not significantly modified by 5-HT

(90.7 ± 22.8%, n ¼ 3; Fig. 6C).

Under 5 mM methysergide, the increase in fR induced by both

0.05 and 2 mM ETO was no longer observed (97.3 ± 2.8%, n ¼ 5, and

92.3 ± 3.2%, n ¼ 5, respectively, p < 0.001; Fig. 6D).

3.3.5. Effect of ETO on the number of c-FOS-positive cells -

identification of serotoninergic and catecholaminergic features

0.05 mM ETO induced an increase in the number of c-FOS-pos-

itive cells in the commissural and median parts of the NTS (c/

mNTS; þ221 ± 75%, n ¼ 12; Table 1; Fig. 7A,E), but not in the

ventrolateral part (vlNTS; n ¼ 12; Table 1; Fig. 7A,E). Only a very
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small proportion of cells was also immunoreactive for TH

(3.5 ± 2.5%; Fig. 8AeC). 2 mM ETO did not induce any change in c-

FOS-positive cells in any of the subdivisions of NTS analyzed

(n ¼ 14; Table 1; Fig. 7A,I).

Both concentrations of ETO induced a significant increase in c-

FOS-positive cells in the VLM (þ181 ± 55% for 0.05 mM

andþ150 ± 49% for 2 mM; Table 1; Fig. 7B,F,J) and a large proportion

of these cells was also immunoreactive for TH (42.3 ± 13.5% and

30.7 ± 6.9% at 0.05 and 2 mM, respectively; Fig. 8DeF).

ETO induced a significant increase in c-fos expression in RPa

(Table 1, Fig. 7D,H,L) and ROb (Table 1, Fig. 7C,G,K), but not in RMg

(Table 1). This increase was more marked in the caudal part (from

the pyramidal decussation to the rostral edge of the inferior olives)

than in the rostral part (from the rostral edge of the inferior olives

to the rostral edge of the facial nucleus) of the ROb (208 ± 34% vs

1176 ± 261% and 344 ± 83% vs þ834 ± 200% for 0.05 and 2 mM ETO,

respectively; Table 1, Fig. 7C,G,K), but not in the RPa (þ59 ± 18%

vs þ113 ± 35% and þ92 ± 26 vs þ74 ± 20% for 0.05 and 2 mM ETO,

respectively; Table 1, Fig. 7D,H,L). A large proportion of c-FOS-

positive cells in the caudal parts of RPa and ROb was also immu-

noreactive for 5-HT (38.4 ± 5.2% and 41.0 ± 9.1% at 0.05 mM and

43.6 ± 6.8% and 56.1 ± 6.5% at 2 mM, Fig. 9AeF). In contrast, only a

few cells in the rostral parts of RPa and RObwere also 5-HT-positive

(5.4 ± 0.9% and 23.6 ± 3.8% at 0.05 mM and 9.7 ± 3.8% and

15.0 ± 2.2% at 2 mM).

ETO exposure also induced a significant increase in c-fos

expression in facial (þ35 ± 8% and þ59 ± 14% for 0.05 and 2 mM

ETO, respectively; Table 1) and hypoglossal (þ626 ± 185%

and þ400 ± 103% for 0.05 and 2 mM ETO, respectively; Table 1)

nuclei.

On the ventral medullary surface, at the level of the RTN/pFRG

and PP (cells located at the lateral edge of the pyramidal tract

(Paxinos et al., 2007; Paxinos and Franklin, 2001)), c-fos expression

was not modified by ETO exposure (Table 1).

4. Discussion

This study was conducted on the basis of clinical observations

showing that exposure to a progestin of the gonane family in-

creases fR in CCHS patients and shows that such molecules can

experimentally increase respiratory frequency in newborn mice

in vivo and in isolated brainstem. Our data demonstrate medullary

mechanisms, indicating that serotoninergic neurons within the

medullary raphe nuclei are involved.

4.1. DSG accelerates fR and reduces PETCO2 in CCHS patients

The first description of the ventilatory effects of DSG in CCHS

patients (Straus et al., 2010) focused on chemosensitivity and re-

covery of a perceptual and ventilatory response to CO2, mostly

because this finding constituted a major surprise. The first patient

did not know at all that she was taking a potentially effective drug,

but the second patient was aware of the observation made with

the first patient and of the hypothesis concerning her own venti-

latory response to hypercapnia. Since the observations were not

part of a blinded study, but fortuitously observed in a clinical

setting, the patients were aware of the drug withdrawal. The ef-

fects of DSG on baseline ventilation were not examined in detail.

Review of the data collected dynamically (before, during and after
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Fig. 6. Medullary serotoninergic systems are involved in ETO ventilatory effect. (AeB)

Traces illustrate ventilatory C4 activity over the last 5 min before (A) and during (B) the

5-HT exposure. (C) Histogram showing mean value of fR observed under 5-HT exposure

in the absence and in the presence of methysergide (5 mM). (D) Histogram showing

mean value of fR during ETO exposure in the absence and in the presence of methy-

sergide. All values are expressed as mean ± SEM. * indicates a significant increase in

mean fR compared to pre-5-HT or baseline values. # indicates a significant difference

between presence or absence of methysergide. Kruskal-Wallis e Dunn post test. In-

tegrated activity of C4 ventral nerve root (!C4); electrical activity of C4 ventral nerve

root (C4); **p < 0.01, ***p < 0.001, #p < 0.05, ###p < 0.001; etonogestrel (ETO); sero-

tonin (5-HT); methysergide (MET).

Table 1

c-fos expression in medullary structures of ex vivo preparations.

DMSO ETO

0.05 mM 2 mM

n ¼ 8 n ¼ 12 n ¼ 12

c/mNTS 37.6 ± 11.7 120.7 ± 28.0* 28.1 ± 6.8###

vlNTS 6.7 ± 2.6 4.5 ± 0.8 3.8 ± 1.0

VLM 90.3 ± 21.1 253.5 ± 49.5* 225.3 ± 44.0*

cRPa 35.6 ± 8.3 56.5 ± 6.3 68.5 ± 9.1*

rRPa 14.0 ± 1.8 29.8 ± 4.9* 24.3 ± 2.8

cROb 43.9 ± 16.6 135.1 ± 14.9* 194.7 ± 36.6***

rROb 3.8 ± 1.7 48.5 ± 9.9*** 35.5 ± 7.6**

RMg 9.4 ± 1.7 11.8 ± 2.8 9.2 ± 2.3

XII 19.3 ± 3.3 140.2 ± 35.7** 96.6 ± 19.8**

7N 134.0 ± 7.6 181.1 ± 10.8* 213.5 ± 18.5**

RTN/pFRG 6.3 ± 0.9 7.3 ± 1.4 8.5 ± 1.3

PP 8.8 ± 2.8 10.5 ± 1.7 13.5 ± 2.5

Values are expressed as total number of c-FOS positive cells per structure ±SEM. *

indicates a significant increase in total number of c-FOS positive cells per structure

compared to DMSO values. # indicates a significant difference between 0.05 and

2 mM of ETO. Kruskall-Wallis e Dunn post test. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,
###p < 0.001. Nucleus of the tractus solitarius, commissural and median parts (c/

mNTS), ventrolateral part (vlNTS); ventrolateral medullary reticular nucleus (VLM);

pallidus raphe nucleus, caudal part (cRPa) and rostral part (rRPa); obscurus raphe

nucleus, caudal part (cROb) and rostral part (rROb); magnus raphe nucleus (RMg);

hypoglossal nucleus (XII); facial nucleus (7N); retrotrapezoid nucleus/parafacial

respiratory group (RTN/pFRG); parapyramidal area (PP).
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DSG exposure) from the same two patients showed that fR was

higher and PETCO2 was lower in the presence of DSG compared to

the absence of DSG (Fig. 1). This evidence is undoubtedly fragile

(only two patients, retrospective analysis, absence of control of

DSG administration due the serendipitous nature of the observa-

tions). The present re-analysis suggests that the ventilatory effect

of DSG could extend beyond chemosensitivity, as DSG may in-

crease fR and lower PETCO2 during resting breathing in certain

CCHS patients despite the defective respiratory rhythmogenesis

characteristic of this disease. Because progesterone and pregnane

progestins increase fR in healthy humans (Behan et al., 2003;

Jensen et al., 2008; Skatrud et al., 1978), but not in CCHS patients

(Sritippayawan et al., 2002), our observations suggest that DSG and

more generally gonane progestins could interfere with breathing

control via distinct mechanisms from those involved in the action

of pregnanes.

4.2. ETO, the metabolite of DSG, increased the fR on in vivo newborn

mice

In vivo, considering the bioavailability of the DSG, the adminis-

tration of 10�3 mg/kg of ETO is the nearest concentration of the

human exposure (Timmer et al., 1999). At this concentration, in

newborn mice ETO induced an increase of baseline fR compared to

control (Fig. 2). Although the developmental stage was different,

this increase is similar to what we observed in adult CCHS patients

(Fig. 1).

4.3. ETO, the metabolite of DSG, enhances fR via medullary

mechanisms

On ex vivo preparations containing only the medullary regions

of the brainstem, acute exposure to ETO induced a dose-

Fig. 7. ETO increased the c-fos expression in medullary respiratory areas. Photomicrographs illustrating the c-FOS immunoreactivity after DMSO (AeD) and ETO (EeL) exposure in

the c/mNTS (A, E and I), the VLM (B, F and J), the obscurus (C, G and K) and pallidus (D, H and L) raphe nuclei. Scale bar ¼ 100 mm. Nucleus of the tractus solitarius, commissural and

median parts (c/mNTS) and ventrolateral part (vlNTS); dorsal motor nucleus of vagus (DMX); hypoglossal nucleus (XII); ambiguus nucleus (Amb); ventrolateral medullary reticular

nucleus (VLM); obscurus (ROb) and pallidus (RPa) raphe nuclei; etonogestrel (ETO).
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dependent increase in fR (Fig. 3) with no change in IntC4. This

finding resembles our observations in CCHS patients (increased fR
with no VT changes). The fR increase in CCHS patients receiving

DSG and in in vivo newborn mice receiving 10�3 mg/kg of ETO

(Figs. 1 and 2) may therefore be mediated by medullary

mechanisms.

c-FOS labeling revealed increased cellular activity in the VLM,

with 30e40% of c-FOS-positive catecholaminergic cells (Fig. 8),

suggesting that catecholaminergic cells are involved in the ETO

effects. Numerous data have implicated the A1C1 catecholamin-

ergic cell group in the control of breathing (Erickson and Millhorn,

1994; Johnson et al., 2005; Viemari, 2008). However, at least 60% of

VLM c-FOS-positive cells are not catecholaminergic. Of note, the

preBotC, one of the two medullary respiratory oscillators (Feldman

et al., 2013; Smith et al., 1991), is located in the VLM and does not

contain catecholaminergic cells (Wang et al., 2001). Therefore, part

of the non-catecholaminergic c-FOS-positive cells could be neurons

of the preBotC. Further experiments are needed to confirm this

hypothesis. As we did not observe any change in the number of c-

FOS-positive cells in the RTN/pFRG, the second medullary respira-

tory oscillator (Feldman et al., 2013; Onimaru and Homma, 2003), is

unlikely to be involved in the progestin effect. Of note, this struc-

ture is missing in transgenic mice harboring the same Phox2b

mutation as CCHS patients (Dubreuil et al., 2008) and is therefore

also probably missing in CCHS patients. Nevertheless, their baseline

ventilation increased with DSG, which is consistent with the

absence of involvement of the RTN/pFRG in the effects of ETO.

4.4. ETO regulates the efficiency of GABAA- and NMDA-mediated

modulation of fR

Under conditions of bicuculline-induced GABAA receptor

blockade, ETO facilitationwas diminished or abolished (Fig. 4). This

result suggests that part of the ETO effect on fR depends on an

interaction with GABAA receptors, which would be consistent with

data of literature reporting that steroids, including progesterone

and progestins, interact with GABAA (Belelli and Lambert, 2005;

Park-Chung et al., 1999). Steroids are known to be either negative,

positive or both allosteric modulators of GABAA (Park-Chung et al.,

1999; Ren and Greer, 2006). No data are available concerning the

interaction of ETO with GABAA. Our experiments show that the

decrease in fR induced by the GABAA agonist muscimol was mark-

edly enhanced by ETO exposure, suggesting that ETO exerts a

positive modulation of GABAA. Two elements support this hy-

pothesis. First, testosterone, fromwhich ETO is derived, is a positive

modulator of GABAA (Park-Chung et al., 1999). Second, steroids that

are negative modulators of GABAA are characterized by a negative

charge at C-3 (Park-Chung et al., 1999). This is not the case of ETO

that displays a keto-group at this site (Grandi et al., 2014). It is

possible that part of the ventilatory effect of ETO depends on pos-

itive modulation of GABAA receptors that contribute to CVD. The

differential effects of bicuculline on the ventilatory action of ETO

(total or partial blockade) may be due to an ETO concentration-

dependent effect on several types of GABAA receptors, as it has

been shown that for some neurosteroids the GABAA-evoked re-

sponses mediated by receptors containing a1/3 subunits are

enhanced by relatively low steroid concentrations. In contrast,

equivalent receptors that incorporate a2/4/5/6 subunits require

higher steroid concentrations (Belelli and Lambert, 2005). Ac-

cording to this hypothesis, differences in the effects of bicuculline

on the ventilatory action of ETO may be due to a global efficiency of

various types of GABAA receptors, particularly a1/3 GABAA or a2/4

GABAA that have been either located in medullary respiratory areas

or shown to play a role in CVD (Liu and Wong-Riley, 2006; Loria

et al., 2013).

Bicuculline-induced GABAA receptor blockade did not

completely abolish the facilitation induced by low ETO concentra-

tion (Fig. 4). We therefore hypothesized that other receptors were

involved. We focused on NMDA receptors because they are both

involved in CVD and are modulated by steroids (Funk et al., 1997;

Greer et al., 1991; Korinek et al., 2011). Our experiments showed

that NMDA blockade totally abolished the facilitatory influence of

ETO on fR (Fig. 5), suggesting that either ETO modulates NMDA

regulation of fR, or that all pathways by which ETO increased fR
require functional glutamate/NMDA neurotransmission, or both.

Our results showing that ETO potentiated the NMDA-induced in-

crease in fR only at low progestin concentrations support the hy-

pothesis of modulation of NMDA regulation of fR by ETO. c-FOS

labeling suggested that ETO modulation of fR regulation by NMDA

depends on the c/mNTS, which was the only area displaying an

increase in c-FOS-positive cells, at low but not at high ETO con-

centrations. This hypothesis is supported by data indicating that

NMDA receptors are present on c/mNTS neurons (Lin et al., 2008)

and that the excitatory response of NTS neurons to application of

NMDA is modulated by steroids (Xue and Hay, 2003). As the c-FOS-

positive neurons of the c/mNTS were not catecholaminergic, ETO is

likely to influence another cell population.

4.5. ETO increases fR via a pathway involving medullary

serotoninergic systems

Because blockade of serotoninergic regulation of fR abolished

the facilitatory effect of ETO, we hypothesized that this effect

Fig. 8. Catecholaminergic character of ceFOSepositive cells under ETO. (A and D)

Drawings illustrating the distribution of cells immunoreactive for c-FOS alone and for

both c-FOS and TH in the c/mNTS (A) and VLM (D) after ETO exposure (0.05 mM); Scale

bar ¼ 100 mm; white and black point represent respectively ceFOSepositive neurons

and ceFOSepositive neurons also immunoreactive for TH. (B and E) Photomicrographs

of sections double-immunolabelled for c-FOS and TH in c/mNTS (B) and VLM (E); Scale

bar ¼ 100 mm; (C and F) Photomicrographs representing an enlargement of B and E;

Scale bar ¼ 10 mm. Nucleus of the tractus solitarius, caudal and median parts (c/mNTS);

ventrolateral medullary reticular nucleus (VLM); tyrosine hydroxylase (TH); ETO

(etonogestrel).
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involved serotoninergic signaling, which is in line with published

data showing that serotoninergic neurons are involved in the

facilitatory influence of progesterone (Behan et al., 2003; Farmer

et al., 1996). The effect of steroids on the release of 5-HT depends

on supramedullary regions, such as pons (Robichaud and Debonnel,

2004) or hypothalamus (Farmer et al., 1996). Our experiments

suggest that ETO interferedwith serotoninergic systems via a direct

medullary action, revealing a new pathway of interaction between

progesteronergic and serotoninergic systems. More specifically, our

c-FOS data suggest that ETO exerted its facilitatory action by acti-

vating serotoninergic neurons located in the caudal parts of RPa

and ROb, two areas known to be implicated in ventilatory control

(Cao et al., 2006; Cerpa et al., 2015; Depuy et al., 2011). This

progestin-serotonin interaction affecting modulation of CVDwould

be specific to the gonane family. This putative pathway forms a

relevant basis for dedicated investigations designed to elaborate

personalized approaches to treat CCHS patients with gonane pro-

gestins. Otherwise, serotoninergic and non serotoninergic neurons

of the medullary raphe nuclei and particularly those of the rRPa are

involved in the processes of thermogenesis and heat conservation

(McGlashon et al., 2015; Nakamura and Morrison, 2007). Thus,

in vivo, it is quite conceivable that these neurons stimulated by ETO

could increase the CVD not only by a direct action on the central

respiratory pattern generators but also indirectly by inducing an

hyperthermia.

5. Conclusion

To conclude, DSG has been associated with chemosensitivity

recovery in CCHS patients (Straus et al., 2010). Its metabolite, ETO,

has been shown to enhance chemosensitivity in newborn rats via

supramedullary mechanisms (Loiseau et al., 2014). Combined with

the present data, these observations suggest that two distinct

pathways are involved in the ventilatory effects of these gonane

progestins. The medullary pathway described here could be rele-

vant to resting breathing CVD, whereas the supramedullary

pathway previously described could be relevant to chemo-

sensitivity. Medullary and supramedullary mechanisms could

coexist in CCHS. Their effect on resting breathing are particularly

pertinent to the issue of ventilatory support. The present animal

data, indicating a medullary serotoninergic determinant of the

stimulant effect of ETO, provide a rationale for clinical trials

combining DSG and serotoninergic drugs to improve ventilation in

CCHS patients.
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1. Résumé 

Utilisation des progestatifs de la famille des gonanes pour le traitement des 
syndromes d’hypoventilation alvéolaire centrale  

‒ Revue de la littérature et perspectives ‒ 

Objectif 

εise en exergue de l’intérêt des recherches portant sur l’utilisation des progestatifs de 
la famille des gonanes ainsi que des mécanismes d’action associés pouvant permettre le 
traitement de patients atteints de syndromes d’hypoventilation centrale (CHS). 

Contexte scientifique 

Les CHS sont des maladies neuro-respiratoires résultant d’un trouble neurologique 
congénital ou acquis affectant la commande centrale respiratoire (CCR) et conduisant in fine à 

une hypoventilation. Ils regroupent différentes pathologies comme le syndrome 

d’hypoventilation alvéolaire centrale congénitale (CCHS pour Congenital Central 
Hypoventilation Syndrome). δ’hypercapnie, l’acidose et l’hypoxémie causées par 
l’hypoventilation ont des incidences sur les fonctions physiologiques et peuvent engager le 
pronostic vital. En raison de l’absence de traitement pharmacologique disponible, les patients 
atteints de CHS ont besoin d’une assistance ventilatoire mécanique à vie, au moins pendant le 

sommeil. Cependant, de récentes observations cliniques suggèrent qu’une famille spécifique de 
progestatifs, les gonanes, aurait un effet bénéfique chez certains patients CCHS. Ces 

observations incitent à la mise en œuvre de travaux expérimentaux afin de dégager de nouvelles 

pistes thérapeutiques visant à instaurer un traitement pharmacologique symptomatique. Nous 

avons donc réalisé une revue de la littérature afin de rendre compte des perspectives offertes 

par les gonanes dans le traitement des CHS. δ’objet de cette revue de littérature a d’abord 
consisté à présenter le mode d’action de la progestérone, de ses dérivés et des progestatifs 
synthétiques sur le système nerveux central (SNC), puis à réunir les données existantes 

concernant l’action des médicaments progestéronergiques sur la CCR. 

Revue de littérature 

1. Effets de la progestérone, de ses dérivés et des progestatifs de synthèse sur 
le SNC 

- Effets génomiques  
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δ’action génomique de la progestérone, de ses dérivés et des progestatifs de synthèse 
est médiée par les récepteurs nucléaires à la progestérone (nPRs). δe complexe ligand-récepteur 
formé dans le cytoplasme se dimérise avant d’être transloqué dans le noyau où il va alors 

interagir avec les séquences PRE (pour Progesterone Responsive Element) des gènes dont il va 

réguler la transcription (Leonhardt et al., 2003, Brinton et al., 2008). Les nPRs sont présents au 

niveau de différentes régions du tronc cérébral impliquées dans le contrôle central de la 

respiration (Lauber et al., 1991, Kato et al., 1994, Haywood et al., 1999, Kastrup et al., 1999, 

Guerra-Araiza et al., 2001, Behan & Thomas, 2005, Helena et al., 2009, Furuta et al., 2010). 

Cependant, il ne s’agit pas des seuls récepteurs nucléaires pouvant interagir avec la 
progestérone, ses dérivés ou avec les progestatifs de synthèse. Les récepteurs nucléaires 

appartenant à d’autres stéroïdes actifs ou neurostéroïdes sont également concernés, comme les 

récepteurs aux glucocorticoïdes et aux minéralocorticoïdes (Schindler et al., 2003).  

- Effets non génomiques  

Il est aussi admis que la progestérone, ses dérivés et par extension les progestatifs 

exercent des effets non-génomiques (Blackmore et al., 1991, Liu & Patino, 1993, Filardo et al., 

2000). Cette action dépend de diverses familles de récepteurs membranaires à la progestérone, 

notamment les récepteurs membranaires à la progestérone couplés aux protéines G (mPRs), le 

progesterone receptor membrane component 1 (PGRMC1) et le récepteur sigma 1 (Su et al., 

1988, Monnet et al., 1995, Falkenstein et al., 1996, Meyer et al., 1996, Ganapathy et al., 1999, 

Smith et al., 2008, Johannessen et al., 2011, Pang et al., 2013). D’autres part, ces molécules 
peuvent agir via des récepteurs membranaires spécifiques à d’autres messagers chimiques i.e. 

le récepteur GABAA, le récepteur NMDA, le récepteur à la glycine, le récepteur nicotinique à 

l’acétylcholine, le récepteur sérotoninergique 5-HT3 et le récepteur à l’ocytocine (Wu et al., 

1990, Wu et al., 1991, Bertrand et al., 1991, Valera et al., 1992, Bowlby, 1993, Park-Chung et 

al., 1997, Grazzini et al., 1998, Wetzel et al., 1998, Barann et al., 1999, Park-Chung et al., 

1999, Oz et al., 2002, Korinek et al., 2011, Borovska et al., 2012). Ces récepteurs sont tous 

localisés au sein de différentes structures du tronc cérébral et du diencéphale impliquées dans 

l’élaboration de la CCR ou dans sa régulation  (Deutch et al., 1987, Conti et al., 1997, Bloom 

& Morales, 1998, Bleakman, 1999, Alonso et al., 2000, Kitaichi et al., 2000, Mellon & Griffin, 

2002, Loftis & Janowsky, 2003, Lynch, 2004, Maurice, 2004, Betz & Laube, 2006, Nashmi & 

Lester, 2006, Webb & Lynch, 2007, Low & Wee, 2010, Intlekofer & Petersen, 2011, Jin & 

Smith, 2011, Tan et al., 2012, Pang et al., 2013, Boukari et al., 2015, Grinevich et al., 2016, 

Dumais & Veenema, 2016). Cependant, les mécanismes d’action par lesquels ces molécules 
agissent sur ces récepteurs demeurent pour la plupart à élucider. On sait par exemple que 

certains stéroïdes exercent une modulation allostérique sur le récepteur GABAA qui se traduit 

par une modification du temps d’ouverture du canal. En fonction de certaines caractéristiques 
structurales, les stéroïdes sont des modulateurs allostériques positifs ou négatifs, en ce sens 



Résultats généraux 
– εodulation de la ventilation en normocapnie par l’étonogestrel 

– 181 – 

qu’ils accentuent ou diminuent l’effet de GABA sur GABAA (Harrison & Simmonds, 1984, 

Lambert et al., 1995, Park-Chung et al., 1999, Lambert et al., 2001, Belelli et al., 2002). 

2. Action facilitatrice de la progestérone sur la CCR en situation non-
pathologique 

- Recueil de données 

Au vu de l’état actuel des connaissances, comme nous l’avons développé dans 
l’introduction de ce manuscrit, il apparaît qu’un effet facilitateur serait exercé par la 
progestérone, certains de ses dérivés et différents progestatifs sur la CCR en normocapnie. Dès 

1900, Hasselbach et collaborateurs sont les premiers auteurs à avoir suggéré l’existence d’un 
rôle facilitateur de la progestérone sur la ventilation en observant une diminution de la PCO2 

au cours de la grossesse, une situation physiologique caractérisée entre autres par des taux de 

progestérone plasmatique particulièrement élevés (Hasselbach, 1912, Hasselbach & 

Gammeltoft, 1915). Ces observations furent par la suite confirmées avec la mise en évidence 

d’une ventilation plus élevée et d’une PCO2 plus basse chez la femme pendant la phase lutéale 

en comparaison des valeurs observées pendant la phase folliculaire (Griffith et al., 1929, 

Griffiths & Lovick, 2005, Slatkovska et al., 2006, Luthi et al., 2008, Preston et al., 2009, 

Macnutt et al., 2012). Par ailleurs, l’administration de progestatifs synthétiques à des hommes 
sains avait également causé une augmentation de ventilation et une baisse de PaCO2 (Zwillich 

et al., 1978, Skatrud et al., 1978b, Mikami et al., 1989). Dans un contexte de challenge 

hypoxique ou hypercapnique, les données rencontrées étaient parfois contradictoires même si 

l’influence de ces molécules a également été soulignée. En effet, bien qu’une réponse 
augmentée à l’hypoxie ait été observée durant la phase lutéale chez la femme, aucune différence 

n’avait été observée en réponse à l’hypercapnie à différents stades du cycle menstruel. 
Cependant, une augmentation du chémoréflexe au CO2 avait été observée chez la femme 

enceinte soumise à un mélange gazeux hyperoxique et enrichi en CO2. Aussi, les taux 

plasmatiques de progestérone étaient corrélés positivement à une augmentation de la 

chémosensibilité au CO2 (Jensen et al., 2005). 

- Mécanismes d’action 

D’un point de vue mécanistique, de nombreuses études menées chez l’animal ont permis 
d’établir que l’action de ces stéroïdes dépendait d’effets génomiques et non génomiques 

localisés au sein du tronc cérébral et/ou du diencéphale. De façon plus spécifique, le NTS et 

l’hypothalamus caudal ont été mis en évidence comme des régions encéphaliques jouant un rôle 

déterminant sur l’effet ventilatoire de la progestérone (Bayliss et al., 1987, Bayliss et al., 1990). 

Cet effet ventilatoire facilitateur de la progestérone dépend d’action génomique ou non 
génomique car il a pu être supprimé par l’application d’antagoniste des nPRs ou en diminuant 
la traduction des ARNm codants les mPRs (Bayliss et al., 1987, Bayliss et al., 1990, Pascual et 

al., 2002, Boukari et al., 2015, Boukari et al., 2016). Par ailleurs, il semblait qu’au moins une 
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partie de l’action facilitatrice de la progestérone était due à une régulation des systèmes 
sérotoninergiques (Behan et al., 2003). 

3. Les gonanes amélioreraient la ventilation chez les patients CCHS  

- Données humaines 

Le CCHS est caractérisé par la perte de la chémosensibilité au CO2/H+. C’est une 
pathologie à transmission autosomique dominante, causée par une mutation du gène PHOX2B 

(Amiel et al., 2003, Weese-Mayer et al., 2005, Amiel et al., 2009). Chez deux patientes atteintes 

de CCHS, l’utilisation d’un contraceptif, le désogestrel, a révélé une restauration de la réponse 

ventilatoire à l’hypercapnie (Straus et al., 2010). Cette découverte fortuite est la première à 

suggérer l’existence d’un lien entre un traitement contraceptif et l’amélioration des troubles 
ventilatoires observés lors de CHS. En effet, tous les autres stimulants respiratoires analysés, et 

en particulier la médroxyprogestérone, n’avaient pas montré d’amélioration de la ventilation 
chez les patients CCHS (Hunt et al., 1979, Haddad et al., 1982, Naeije et al., 1982, Oren et al., 

1986, Weese-Mayer et al., 1992b, Gozal, 1998, Sritippayawan et al., 2002, Weese-Mayer et al., 

2010). Cependant ce résultat fortuit a été nuancé puisqu’une autre patiente souffrant de CCHS 
traitée avec du désogestrel, ne présentait pas de récupération de la chémosensibilité au CO2/H+ 

(Li et al., 2013a). Ces résultats contradictoires mettent en exergue la complexité du mode 

d’action des gonanes sur la CCR. Ainsi l’action des gonanes pourrait être intrinsèquement liée 

à de nombreux facteurs e.g. la diversité des récepteurs impliqués, les variations inter-

individuelles entre les patients CCHS comme le sexe, l’âge, la diversité des mutations du gène 
PHOX2B responsable de la différence observée dans l’intégrité des structures encéphaliques et 
des populations neuronales impliquées dans la CCR.  

- Données animales 

A la suite de ces observations cliniques, l’hypothèse formulée au sein de notre unité de 
recherche était que le désogestrel et par extension son métabolite actif, l’étonogestrel (ETO), 
activerait ou sur-activerait des structures centrales impliquées dans la chémosensibilité au 

CO2/H+. Dans la mesure où cet effet a pu être observé chez deux patientes atteintes de CCHS 

pour lesquelles les neurones PHOX2B-positifs du RTN/pFRG n’étaient pas fonctionnels selon 

l’hypothèse communément admise aujourd’hui, l’effet du désogestrel ne dépendrait donc pas 
de ces neurones mais d’autres populations neuronales. Ainsi, une analyse approfondie de l’effet 
du désogestrel et de son métabolite actif l’ETO a été menée en normocapnie et en hypercapnie 

au sein du laboratoire (Loiseau et al., 2014, Joubert et al., 2016). Dans ce contexte, une première 

étude menée sur des préparations ex vivo de SNC isolé de rats nouveau-nés entre de 0 à 4 jours, 

a permis de mettre en évidence que l’ETO augmentait la réponse respiratoire au CO2/H+ par un 

ou plusieurs mécanismes dépendant des structures supra-bulbaires (Loiseau et al., 2014). Les 

régions encéphaliques et populations neuronales impliquées restaient encore à déterminer. Par 

ailleurs, les travaux d’une deuxième étude menés sur des souris in vivo ainsi que sur des 
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préparations ex vivo de bulbe rachidien-moelle épinière isolé de souris nouveau-nées entre de 

0 à 4 jours, ont pu mettre en évidence que l’ETO exerçait aussi un effet stimulant bulbaire sur 

la CCR en normocapnie. Cet effet avait été également observé chez les deux patientes CCHS 

précitées (Straus et al., 2010). D’un point de vue mécanistique, l’action stimulante de l‘ETO en 

normocapnie pourrait dépendre d’une stimulation des systèmes sérotoninergiques bulbaires. En 

effet, l’ETO induisait une augmentation du nombre des neurones c-FOS/5-HT co-positifs, au 

sein des noyaux des raphés bulbaires Pallidus et Obscurus. De plus, l’antagonisation 

sérotoninergique annulait l’effet stimulant de l’ETO en normocapnie sur les préparations ex 

vivo de souris nouveau-nées. Aussi, les données obtenues sur ces préparations ex vivo 

suggéraient qu’au moins une partie de l’effet stimulant de l’ETO en normocapnie dépendait de 
son action sur les récepteurs GABAA et NMDA. 

Conclusion  

Finalement, l’ensemble des données présentées dans cette revue soulignent des 

perspectives de recherche clinique intéressantes et prometteuses afin d’établir un traitement 
pharmacologique des CHS permettant le sevrage de la ventilation mécanique et ainsi 

l’amélioration de la qualité de vie des patients. A cet égard, une des pistes prometteuses serait 

d’associer le désogestrel, progestatif de la famille des gonanes, avec des agents 

sérotoninergiques. 
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Abstract: Background: Central alveolar hypoventilation syndromes (CHS) encompass neurorespi-

ratory diseases resulting from congenital or acquired neurological disorders. Hypercapnia, acidosis, 

and hypoxemia resulting from CHS negatively affect physiological functions and can be life-

threatening. To date, the absence of pharmacological treatment implies that the patients must re-

ceive assisted ventilation throughout their lives.  

Objective: To highlight the relevance of determining conditions in which using gonane synthetic 

progestins could be of potential clinical interest for the treatment of CHS. 

Methods: The mechanisms by which gonanes modulate the respiratory drive were put into the con-

text of those established for natural progesterone and other synthetic progestins. 

Results: The clinical benefits of synthetic progestins to treat respiratory diseases are mixed with 

either positive outcomes or no improvement. A benefit for CHS patients has only recently been 

proposed. We incidentally observed restoration of CO2 chemosensitivity, the functional deficit of 

this disease, in two adult CHS women by desogestrel, a gonane progestin, used for contraception. 

This effect was not observed by another group, studying a single patient. These contradictory find-

ings are probably due to the complex nature of the action of desogestrel on breathing and led us to 

carry out mechanistic studies in rodents. Our results show that desogestrel influences the respiratory 

command by modulating the GABAA and NMDA signaling in the respiratory network, medullary 

serotoninergic systems, and supramedullary areas. 

Conclusion: Gonanes show promise for improving ventilation of CHS patients, although the condi-

tions of their use need to be better understood. 

Keywords: Central congenital hypoventilation syndrome, desogestrel, etonogestrel, Ondine’s curse syndrome, gonane, proges-
terone, respiratory control. 

1. INTRODUCTION 

 Breathing is an essential part of life that depends on a 
rhythmic command from a brainstem neuronal network [1-3].  
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Within this neuronal network, two groups of medullary neu-
rons play an important role, the pre-Botzinger complex, 
which drives inspiration [1, 2, 4], and the parafacial respira-
tory group (pFRG), which controls pre-inspiratory and expi-
ratory activities [1, 2, 5]. In addition, a recently discovered 
group of neurons, called the post-inspiratory complex, has 
been proposed as a post-inspiration generator [6]. Breathing 
displays a strong variability allowing the respiratory network 
to accurately and quickly react to even small changes in en-
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vironmental and behavioral conditions [7-12]. In particular, 
the central respiratory drive is finely regulated to be adjusted 
to blood variations of O2, CO2, and pH, detected primarily by 
carotid body peripheral and ventral medullary surface central 
chemoreceptors [13]. Ventral medullary surface chemore-
ceptors for CO2/H

+
 are included in an entity called the retro-

trapezoid nucleus that overlaps with the pFRG and expresses 
the paired-like homeobox 2B (PHOX2B) [5, 14]. They are 
considered to be the principal CO2/H

+
 chemosensory cells 

[14-16]. Neurons from other central structures have also 
been shown to be CO2/H

+
 chemosensitive and stimulate the 

central respiratory drive, such as neurons from the caudal 
hypothalamus in the diencephalon, periaqueductal gray mat-
ter in the mesencephalon, the locus coeruleus in the pons, 
and raphe nuclei of the medulla oblongata [17-24]. 

 Central alveolar hypoventilation syndromes (CHS) are 
neurorespiratory diseases resulting from impairment of the 
neuronal network that controls respiratory rhythm generation 
and its modulation by peripheral or central afferent inputs 
[25]. Insufficient ventilation in CHS leads to an increase in 
PaCO2 and a decrease in PaO2, only or mostly during non-
rapid eye movement sleep, a state during which the central 
respiratory drive depends predominantly on chemosensitive 
afferents. The diagnostic criteria of CHS are i) persistent 
central hypoventilation with a PaCO2 > 60 mmHg during 
sleep, with or without apnea, detected by polysomnography 
while the patient spontaneously breathes room air, ii) lack of 
ventilatory response to inhaled CO2, iii) and the absence of 
primary lung, neuromuscular, or cardiac disease [26, 27]. 
Hypercapnia, acidosis, and hypoxemia, resulting from cen-
tral hypoventilation, lead to negative short and long-term 
effects. These include neural damage that induces deleterious 
effects on cardiovascular function and neurocognitive devel-
opment, leading to a risk of sudden death and profoundly 
affecting neurocognitive outcome and long-term quality of 
life [28-33]. CHS encompass several pathological condi-
tions. They may be congenital, such as the most documented 
CHS, the Congenital Central alveolar Hypoventilation Syn-
drome (CCHS) or the Late Onset Hypoventilation Associ-
ated with Hypothalamic Dysfunction Syndrome. They may 
also be acquired, such as through ischemic or hemorrhagic 
brainstem lesions or in the case of the Obesity Hypoventila-
tion Syndrome. 

 Some drug classes are broadly considered to be conven-
tional respiratory stimulants, among them natural progester-
one and synthetic progestins [34-43]. However, the prescrip-
tion of respiratory stimulants and physiological conditions in 
which plasma levels of natural progesterone are high (preg-
nancy) have failed to improve the ventilation of CHS pa-
tients [44-48]. The absence of available pharmacological 
treatment results in CHS patients receiving life-long treat-
ment by mechanical ventilation, at least during sleep, either 
with positive pressure ventilation via a tracheostomy or a 
mask, with phrenic nerve pacing, or with negative pressure 
ventilation via a cuirass [49]. These diseases present a true 
handicap for patients and a decrease in the quality of life [32, 
33]. This unsatisfactory therapeutic solution, due to the de-
pendence of patients on the machine, underlines the interest 
in developing pharmacological alternatives. A recent seren-
dipitous clinical observation has suggested that a specific 

family of progestin, the gonanes, has a beneficial effect in 
some CCHS patients [50]. This first observation has led to 
experimentation in rodents to characterize the modes of ac-
tion of these molecules on ventilatory control [51, 52]. 

 The aim of this review is to first present the modes of 
action of natural progesterone, its derivatives, and synthetic 
progestins on the central nervous system (CNS) and then 
summarize animal and clinical data concerning progesteron-
ergic drugs and the central control of breathing with the ob-
jective to stimulate interest in gonane progestin drugs as a 
potential treatment modality for CHS patients. 

2. NATURAL PROGESTERONE, ITS DERIVATIVES, 

AND FAMILIES OF SYNTHETIC PROGESTINS 

HAVE VARIOUS MODES OF ACTION ON THE CNS 

 For many years, the potential role of natural progester-
one, its metabolites, and synthetic progestins on the CNS has 
been of clinical interest. Natural progesterone and its me-
tabolites can be considered to be neuroactive steroids: i) their 
lipophilicity allows a small fraction to cross the blood-brain 
barrier [53, 54] and ii) natural progesterone and its metabo-
lites can be synthesized by cells of the CNS de novo, inde-
pendently of peripheral steroidogenesis, making them poten-
tial neurosteroids [55, 56]. All synthetic progestins have in 
common the ability to reproduce the biological effect of 
natural progesterone by binding, at least in part, to the same 
receptors as the endogenous molecule. They are commonly 
used in the clinic and are derived either from testosterone 
(19-nortestosterone derivatives) or progesterone (17-
hydroxyprogesterone and 19-norprogesterone derivatives) 
(Fig. 1). Each subgroup of derivatives contain several classes 
of progestin: the gonane and estrane classes belong to the 19-
nortestosterone derivatives, and the pregnane and nor-
pregnane classes belong to the 17- hydroxyprogesterone and 
19-norprogesterone derivatives, respectively [57]. Beyond 
the progestogenic effects of all progestins, understanding of 
the biological activities of progestins requires extensive 
knowledge of the inherent characteristics of each compound. 
That includes knowledge of their chemical structure, me-
tabolism, depending on the route of administration, pharma-
codynamics, and bioavailability, depending on storage sites 
in the body and binding to serum proteins [58]. Natural pro-
gesterone, its metabolites, and progestins all have neuronal 
functions due to their binding to cognate intracellular and 
membrane receptors or receptors belonging to other neuro-
transmitters. 

2.1. Genomic Effect of Natural Progesterone, and  

Progestins 

 Nuclear progesterone receptors (PR) mediate the ge-
nomic actions of natural progesterone, its metabolites, and 
synthetic progestins by transregulating the expression of 
genes containing a Progesterone Responsive Element (PRE) 
sequence in their promoter [59]. Upon ligand binding, the 
subsequent conformational changes of the receptors lead to 
chaperone protein dissociation [60, 61]. The ligand/receptor 
complex then dimerizes before being translocated into the 
nucleus, where it interacts with the PRE sequence of the tar-
get promoters [62, 63]. Within the CNS, natural progester-
one, its metabolites, and synthetic progestins bind to the pre-
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dominant isoforms PR-A and PR-B obtained using alterna-
tive promoters. In addition, PR-C, PR-S, and PR-T isoforms 
have also been identified (Fig. 1) [59, 64]. Each isoform has 
distinct transcriptional activities of which the mechanisms 
have not been fully elucidated [59, 64]. PRs are found in 
brainstem structures involved in the central respiratory drive: 
the ventrolateral region of the medulla oblongata [65], nu-
cleus of the solitary tract [66], hypoglossal nucleus [65, 67], 
locus coeruleus [68], and parabrachial nucleus [65]; in the 
diencephalon [69-72], and in the telencephalon [71, 72]. 

Natural progesterone, its metabolites, and synthetic pro-
gestins can also act through nuclear receptors other than  
the PR: the glucocorticoid and mineralocorticoid receptors 
(Fig. 1) [58]. In addition, several synthetic progestin mem-
bers of the 17-hydroxyprogesterone derivatives (megestrol 
acetate and medroxyprogesterone acetate) and almost all 19-
nortestosterone derivatives (estrane and gonane family) have 
been shown to have androgenic activity by binding to nu-
clear androgenic receptors with varying affinity [58]. 

 

Fig. (1). Natural progesterone, progesterone derivatives, and families of synthetic progestin and their genomic and non-genomic 

modes of action within the CNS. The upper part of the figure shows the chemical structures of natural progesterone, its derivatives, and 

synthetic progestins. The enzymes required for the biosynthesis of natural progesterone and its derivatives are indicated. The two members of 

the gonane family, desogestrel and etonogestrel, which are the focus of this review, are highlighted by a gray rectangle. The lower part of the 

figure shows the receptors targeted by neuroactive steroids and synthetic progestins. The left-hand side shows the cognate nuclear and mem-

brane receptors of progesterone that mediate their genomic and non-genomic effects, respectively. The right-hand side shows the receptors 

which belong to other neurotransmitter systems that are targets of neuroactive steroids and synthetic progestins. For nuclear receptors, the 

canonical mature mRNA is represented with its 5’ and 3’ untranslated regions. The scheme of the canonical mature mRNA is composed of 

boxes containing numbers which correspond to the exon from which they were transcribed. The various protein isoforms translated from the 

mature mRNA are represented with their functional domains located just below the representation of the mature mRNA. For the nuclear 

progesterone receptor isoforms PR-S and PR-T, boxes S and T represent nucleotide sequences that are translated from intronic-exons not 

represented in the canonical mature mRNA. Abbreviations: steroid 17-alpha-hydroxylase/17,20 lyase precursor (P450c17), untranslated re-

gion (UTR), activation function (AF), inhibition factor (IF), DNA binding domain (DBD), nuclear location signal (h), ligand binding domain 

(LBD), intronic-exons (T and S), N-terminal domain (NTD), nuclear progesterone receptor (PR), nuclear glucocorticoid receptor (GR), nu-

clear mineralocorticoid receptor (MR), nuclear androgen receptor (AR). 
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 In addition to the relatively well known interactions of 
natural progesterone, its derivatives and synthetic progestins 
with nuclear receptors, these steroid drugs may act by other 
ways. 

2.2. Non-genomic Effects of Natural Progesterone, its 
Metabolites and Synthetic Progestins 

 Evidence has emerged that neuroactive steroids have 
modulatory effects on neuronal functions through a non-
genomic pathway, as studies have shown their ability to ini-
tiate intracellular signaling pathways and the recruitment of 
second messengers in a time window from a few millisec-
onds to a second [73-75]. It is therefore unlikely that these 
effects are due to conventional genomic mechanisms involv-
ing gene transcription and protein synthesis, which are rela-
tively slow processes taking from several minutes to hours. 

2.2.1. Membrane Receptors of Progesterone 

 Progesterone membrane receptors (mPR) contain seven 
transmembrane domains and belong to the adipoQ family 
[76-78]. The mPR family is composed of 11 members subdi-
vided into three classes [79]. Only class II mPR, which has 
five members, are sensitive to progesterone [80]. mPRα, 
mPRβ, and mPRγ are coupled to an inhibitory G protein [81-
83], whereas mPRδ and mPRε, which have a higher affinity 
for progesterone, [80, 81, 84, 85] are coupled to a stimula-
tory G protein (Fig. 1) [84]. The biological effects which 
result from the binding of progesterone to these receptors are 
yet to be determined [86]. Several studies have described the 
distribution of proteins and mRNAs encoding various iso-
forms within the CNS [84, 87, 88]. These receptors, ex-
pressed preferentially in neurons [88], are present in the spi-
nal cord, brainstem, cerebellum, hypothalamus, hippocam-
pus, and cerebral cortex [84, 87-90]. mPRδ is, to date, the 
only member identified to be specific to the CNS [84]. 

 Binding of natural progesterone to progesterone receptor 
membrane component 1 (PGRMC1) is rapid, selective, and 
reversible [91, 92]. The functional relevance of this interac-
tion has only just started to be elucidated and includes the 
activation of extracellular signal-related kinase pathways 
[86, 93]. Several studies have demonstrated the presence of 
mRNA encoding this single-transmembrane protein in brain-
stem and structures involved in respiratory control, such as 
the pre-Botzinger complex [94], the nucleus of the solitary 
tract, periaqueducal gray matter, and the caudal hypothala-
mus [85, 94]. 

 The sigma type 1 receptor, initially misnamed as 
“opioid” receptor [95, 96], is located in the mitochondria-
associated endoplasmic reticulum membrane and translo-
cates to the plasma membrane upon fixation of agonists or 
stressors [97]. Two subtypes have been described called the 
sigma 1 and sigma 2 receptors [98]. The sigma 1 receptor 
has been clones, whereas the sigma 2 receptor has not [99]. 
Moreover, it has been suggested that the sigma 2 receptor is 
the previously described PGRMC1; further studies are re-
quired to clarify its final identification [100]. Interactions 
have been experimentally demonstrated between the sigma 1 
receptor and dopamine and muscarinic acetylcholine recep-
tors [97, 101], as well as many endogenous ligands [96, 97, 
102]; among them, natural progesterone is one of the most 

potent antagonists described [96, 101, 103, 104]. Natural 
progesterone binds competitively at the orthosteric site and is 
therefore considered to be an endogenous ligand [96, 101, 
104]. Sigma 1 receptor mRNA and protein have been de-
tected by in situ hybridization and immunohistochemistry in 
the diencephalon, for instance in the hypothalamus, as well 
as in the brainstem: periaqueducal gray matter, locus coer-
uleus, hypoglossal nucleus, and medullary raphe nuclei [102, 
105, 106]. The physiological significance of these interac-
tions are still unknown and require further studies [86]. 

2.2.2. Membrane Receptors to Endogenous Chemical 
Compounds other than Natural Progesterone 

 There is now considerable evidence that natural proges-
terone, its metabolites, and synthetic progestins are allosteric 
modulators of ligand-gated ion channels belonging to the 
Cys-loop family: GABAA, nicotinic acetylcholine, glycine, 
and 5HT3 receptors, as well as the glutamatergic ion channel 
receptors, the NMDA and kainate receptors (Fig. 1). These 
receptors are all distributed throughout the CNS from the 
telencephalon to the spinal cord [54, 107-117]. 

 The modulation of GABAA receptor activity by natural 
progesterone, its metabolites, and synthetic progestins is well 
documented. The neuroactive steroid binding site, responsi-
ble for the modulation of GABAA receptor, is located at the 
highly conserved transmembrane domain of the α subunit 
[118]. Natural progesterone, its metabolites and synthetic 
progestins have a variety of effects on GABAA receptors that 
have be linked to their chemical structure. The structure-
activity relationship is highly complex and relies on several 
chemical characteristics of the steroids including i) the α/β-
configuration of the constituents [119, 120], ii) the trans- or 
cis-configuration in the backbone structure [121], iii) the 
presence of donor or acceptor hydrogen-bond at specific 
position [122-124], even if it does not appear to be system-
atically required [125, 126] and iv) the substitution or addi-
tion of groups in certain positions of the steroid molecules 
[127-129]. For instance, dehydroepiandrosterone, is a nega-
tive allosteric modulator of GABAA receptors whereas 3α5α 
tetrahydroprogesterone (allopregnanolone), 5β-pregnan-3α-
ol-20-one (pregnanolone) and natural progesterone are posi-
tive allosteric modulators of GABAA receptor [130]. Fur-
thermore, some data of the literature suggest that GABAA 

receptors modulation by neurosteroid may be influenced by 
the subunit composition of GABAA receptors [54, 131, 132]. 
GABAA receptor presents a large panel of structural organi-
zation because of its heteropentameric combination. To date, 
at least 19 GABAA receptor subunit genes (α1–6, β1–3, γ1–3, δ, 
ε, θ, π, and ρ1-3) have been identified by sequencing the Hu-
man genome [133, 134]. However, only a few dozen combi-
nations seem to exist in vivo suggesting a selecting process 
in the GABAA receptor assembling [133]. Although not fully 
understood to date, heterologous expression systems suggest 
that the presence of δ subunit confers to the GABAA receptor 
an increased sensitivity to pregnanolone [135], allopreg-
nanolone [136], and 3ɑ5ɑ tetrahydrodeoxycorticosterone 
(THDOC) [137, 138]. Additionally, the modulation of 
GABAA receptors activity by neurosteroid may also depend 
on the phosphorylation state of GABAA receptors [139] and 
on the neurosteroid concentration according to the law of 
mass action [130, 136, 140]. Finally, expression of GABAA 
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receptors is ubiquitous in the CNS, whereas the expression 
of steroidogenic enzymes is region specific, suggesting that 
neurosteroid/GABAA receptor interactions are highly selec-
tive and that neurosteroids may specifically interact with 
distinct pools of GABAA receptors [54, 132]. 

 The established link between the chemical structure of 
neurosteroids and their effect on GABAA receptor does not 
allow prediction of their effect on other ligand-gated ion 
channels of the Cys-loop family. Indeed, natural progester-
one is a non-competitive negative allosteric modulator of the 
nicotinic acetylcholine receptor at micromolar concentrations 
[141-145], as well as A-ring reduced metabolites of proges-
terone 5α-dihydroprogesterone and allopregnanolone [143, 
146]. In contrast to GABAA receptor, the composition of 
nicotinic acetylcholine subunits has less influence on neuro-
active steroid-induced allosteric modulation, as natural pro-
gesterone induces a similar effect, regardless of the subunit 
composition [143, 145]. Experiments made with natural pro-
gesterone that was bound or not to albumin, a water-soluble 
compound that does not cross the plasma membrane, showed 
that both bound and unbound progesterone were able to exert 
negative allosteric modulation of nicotinic acetylcholine re-
ceptor activity, suggesting an extracellular site of action 
[142, 145]. 

 Comparatively little is known about the influence of neu-
roactive steroids on glycine receptors. Wu et al. have shown 
that natural progesterone and two of its metabolites (11-
deoxycorticosterone and 17-hydroxyprogesterone, which 
differ from natural progesterone by the presence of a hy-
droxyl group at C21 and at C17, respectively) act on glycine 
receptors as negative allosteric modulators [147]. 11-
deoxycorticosterone has similar activity whereas 17-
hydroxyprogesterone is less potent than natural progester-
one. Allopregnanolone, which has a hydroxyl group at C3, 
has no effect, suggesting that the structure-activity require-
ments for steroid interactions are different for GABAA and 
the glycine receptors. 

 Other studies have shown that neuroactive steroids can 
modulate cation flux through the ionotropic channel 5-HT3 
[148-150]. Natural progesterone [148-150], its metabolites 
allopreganolone [148] and THDOC [150], and the synthetic 
progestin cyproterone acetate [150], a member of pregnane 
family, can all exert negative allosteric modulation of the 
5HT3 receptor. The interaction between natural progesterone 
and the 5HT3 receptor may occur at the receptor-membrane 
interface or at an extracellular site, as natural progesterone 
bound to the hydrophilic compound albumin exerts the same 
functional allosteric activity as free progesterone and it binds 
to membranes of HEK 293 cells expressing the 5-HT3 recep-
tor [148]. 

 Many studies have examined the effect of pregnenolone 
sulfate and its analog pregnanolone sulfate on the glutama-
tergic ionotropic receptors, the NMDA and kainate receptors 
[151-155]. Pregnenolone sulfate appears to positively and 
negatively modulate the NMDA and kainate receptor, re-
spectively [151-155] and preganolone sulfate negatively 
modulates both receptors [154]. Only a few studies have 
shown an effect of neuroactive steroids derived from natural 
progesterone on NMDA and kainate receptors. Allopreg-

nanolone weakly modulates NMDA currents [156] and in-
duces increased release of neurotransmitters, which is 
blocked by specific NMDA antagonists [157]. Natural pro-
gesterone also rapidly and reversibly potentiates the kainate-
induced current in a dose-dependent manner via interaction 
with an extracellular binding site [158]. Further studies are 
required to address the biological relevance of these effects. 

2.2.3. G-protein-coupled Receptors to Endogenous Chemi-

cal Compounds other than Natural Progesterone 

 In addition to the modulation of ligand-gated ion chan-
nels, steroids are also able to modulate the activity of G-
protein-coupled receptors (GPCRs) for other chemical com-
pounds. For example, progesterone can disrupt oxytocin re-
ceptor-mediated signaling [159, 160]. It was proposed that 
natural progesterone specifically interacts with recombinant 
rat oxytocin receptors expressed on CHO cells and acts as a 
negative allosteric modulator by reducing the binding capac-
ity of the specific ligand without affecting binding affinity 
[161]. This prevents oxytocin induced inositol phosphate 
production and calcium mobilization. This effect was not 
altered when natural progesterone was bound to albumin, 
excluding the possibility of a cytoplasmic site of action. Pro-
gesterone-induced repression of binding capacity has been 
postulated to be i) receptor specific, since natural progester-
one had no effect on the closely related human oxytocin re-
ceptor and a related GPCR, vasopressin 1a receptor, and ii) 
steroid specific, as the progesterone metabolite 5β-dihydro- 
progesterone, which does not alter the binding capacity of rat 
oxytocin, negatively modulated the activity of the human 
oxytocin receptor [161]. This was the first study to highlight 
the existence of cross-talk between steroids and peptide-
mediated signaling. Nevertheless, several observations do 
not support this assumption and it has been proposed that 
steroids have non-specific effects on oxytocin signaling 
[162-164]. Indeed, due to their structural properties, natural 
progesterone, its metabolites, and synthetic progestins are 
able to overload the plasma membrane, altering membrane 
fluidity and preventing the receptor from interacting with the 
G-protein [162, 163]. These regulatory mechanisms of pro-
gesterone shown in peripheral tissues probably occur in the 
CNS, where the oxytocin receptor is expressed [165, 166]. 

 All the genomic and non-genomic actions of natural pro-
gesterone, its metabolites and synthetic progestins constitute 
a panel of action mechanisms as a base of their effects on the 
central respiratory drive. 

3. FACILITATION OF THE CENTRAL RESPIRA- 
TORY DRIVE BY NATURAL PROGESTERONE AND 

SYNTHETIC PROGESTINS IN NON-PATHOLO- 

GICAL SITUATIONS-MECHANISTIC APPROACHES 

 Studies in both human and animal models have estab-
lished that natural progesterone, its derivatives and synthetic 
progestins exert a stimulatory effect on the baseline respira-
tory drive as well as during gas challenges, even if, in this 
last case, the literature on humans is somewhat 
contradictory. In this section, we present the main essential 
elements which have already been extensively reviewed [37, 
46, 167, 168]. 
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3.1. In Human, the Progesteronergic Systems Exert a 
Stimulatory Effect of the Respiratory Drive 

 Progesterone was first suggested to have a stimulatory 
effect on breathing in the early 1900s by Hasselbach et al. 
who reported a decrease in PaCO2 during pregnancy, a 
physiological state in which plasma levels of progesterone 
are high [169, 170]. Later studies confirmed both the in-
crease in baseline ventilation due to an effect on respiratory 
frequency [171] and hyperventilation and lower PaCO2 dur-
ing the luteal phase, when progesterone levels are higher 
than during the follicular phase [41, 172-174]. Similarly, 
breathing changes related to reduced synthesis of female 
sexual hormones during menopause confirmed their stimula-
tory effect, as ventilation is lower and PaCO2 higher in 
postmenopausal than premenopausal women [36, 175]. In 
addition, administration of synthetic progestin to healthy 
men leads to increased ventilation and decreased PaCO2 [34, 
38, 176]. 

 The influence of natural progesterone on O2 and CO2/H
+
 

chemoreception in human remains under debate. Indeed, in 
women, studies are in favor of a potentiation of the hyper-
capnic ventilatory response by the progesteronergic systems 
but others studies do not have this conclusion. First, an en-
hancement of the hypercapnic ventilatory response during 
luteal phase in comparison with follicular phase has been 
reported [177, 178]. Second, the analysis of breathing during 
a hyperoxic CO2 rebreathing procedure in pregnant women 
revealed a correlation between pregnancy and an increased 
chemoreflex to CO2. Indeed, plasma progesterone levels 
negatively correlated with a decrease of the central chemore-
flex ventilatory recruitment threshold for CO2, and tended to 
be positively correlated with increased sensitivity of the 
chemoreflex to CO2 [171]. At the opposite, works reported 
that while women have been described to have an increased 
response to hypoxia during the luteal phase in comparison 
with follicular phase, no significant difference has been ob-
served in response to hypercapnia between phases of the 
menstrual cycle [41, 179]. In addition, comparison of obser-
vations made on women and men suggest a gender effect for 
the respiratory response to chemoreflex challenge in humans 
because men have been described having a greater response 
to hypoxia or hypercapnia than women [171, 179]. Neverthe-
less, this gender difference seems to disappear after correc-
tions for height and body mass index or O2 consumption and 
CO2 production [180, 181], whereas it was maintained in 
others [180, 181]. This is unexpected because of the recog-
nized stimulatory effect of progesterone that is found in 
women and minimal in men, and illustrate the complexity of 
action of the progesterone on ventilation, for which the 
mechanisms are still poorly understood. 

 Based on the mechanistic known effects of progesteron-
ergic systems, research for genomic and non-genomic action 
mechanisms has been carried out in animal models to ex-
plain the respiratory drive modulation by these steroids. 

3.2. Progesteronergic Systems Stimulate Respiration 

Through Genomic and Non-genomic Effects 

 The stimulatory effect of natural progesterone on the 
respiratory drive has been confirmed in animal studies that 

were also designed to decipher the mechanisms, including 
localization of the effect, and the genomic and/or non-
genomic actions by which natural progesterone, its deriva-
tives or synthetic progestins stimulate breathing. To date, 
progesteronergic systems are thought to stimulate the respi-
ratory drive by both directly affecting neurons of the respira-
tory network, including the neurons of the respiratory 
rhythm generators, and indirectly affecting structures and/or 
chemical systems that modulate the respiratory generators or 
other neurons of the respiratory network [37, 46, 167, 168]. 
In particular, progesteronergic systems are thought to influ-
ence breathing by acting mainly on the medulla and hypo-
thalamus and by interfering with the modulation of breathing 
by serotonin. Intravenous administration or microinjection of 
progesterone into the nucleus of the solitary tract, a structure 
of the respiratory network located in the dorsal medulla, of 
anaesthetized and chemodenervated cats led to facilitation of 
phrenic nerve activity in both sexes that was abolished by 
pretreatment with RU486, an PR antagonist [182, 183]. 
These observations led the authors to conclude that the effect 
of progesterone on breathing, mediated through this struc-
ture, depends on genomic mechanisms. However, progester-
one exposure induced a rapid reversion of the hypoxic neu-
ronal response in 2-3 minutes in ex vivo medullary slices 
containing the nucleus of the solitary tract, suggesting that 
non-genomic mechanisms independent of the PR are in-
volved [184]. Thus, the influence of mPR on the baseline 
respiratory drive and its adaptation to gas challenges has 
been recently evaluated in mice [185]. Small interfering 
RNA against mPR, leading to lower expression of mPR in 
the nucleus of the solitary tract, were applied to female and 
male mice. The occurrence of apnea in normoxia increased, 
the hypoxic ventilatory response was abolished, and the hy-
percapnic ventilatory response decreased, irrespective of the 
sex of the animals. Thus, natural progesterone or its deriva-
tives may participate in the control of baseline respiration 
and hypoxia and hypercapnia chemoreflex loops via ge-
nomic and non-genomic mechanisms in the nucleus of the 
solitary tract. Another example of the action of natural 
progesterone on the medulla is its ability to stimulate 
hypoglossal motoneurons during long-term facilitation 
induced by serotonin-dependent intermittent hypoxia. 
Indeed, such long-term facilitation is enhanced during the 
diestrus phase, when the level of progesterone is high [186]. 
Published studies also suggest that the stimulatory effect of 
progesteronergic systems on breathing acts through the hy-
pothalamus. The facilitating influence of natural progester-
one is depressed in decerebrated cats, whereas it is main-
tained at a level similar to that in intact animals in decorti-
cated cats in which the diencephalon is intact [182]. The 
authors of this study also reported that the increase in 
phrenic nerve activity following administration of natural 
progesterone was attenuated, but not abolished, in animals 
pretreated with anisomycin, an inhibitor of protein synthesis, 
or actinomycin-D, an inhibitor of RNA synthesis in the hy-
pothalamus. These data suggest that at least part of the 
stimulatory effect of progesterone on breathing depends on 
gene expression in the hypothalamus. To date, there is no 
direct evidence that natural progesterone stimulates breath-
ing via non-genomic mechanisms in this region of the brain. 
However, this possibility is supported by the presence of 
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mPRs in the hypothalamus [84, 87, 88]. Mechanistically, the 
action of progesterone may be similar to that of serotoniner-
gic systems that are critically involved in the neural control 
of breathing [46, 187]. Indeed, the serotoninergic systems 
are sexually dimorphic at the level of respiratory motor nu-
clei, where fluctuating ovarian hormone levels are reflected 
by serotonin levels [46]. Similarly, exogenous administration 
of natural progesterone modifies the serotonin content in 
brain regions that influence the respiratory drive, such as the 
hypothalamus. Injection of natural progesterone leads to an 
increase in extracellular serotonin content in the hypothala-
mus [188], and mRNA levels of monoamine oxidase A, the 
enzyme involved in the catabolism of serotonin, decreases in 
the hypothalamus following the administration of natural 
progesterone [189]. 

 In conclusion, progesteronergic systems facilitate breath-
ing in healthy subjects by genomic and non-genomic mecha-
nisms that include the modulation of neurotransmission sys-
tems, such as the serotoninergic systems. Finally, natural 
progesterone appears to influence breathing by its actions in 
the medullary and hypothalamic areas of the brain. 

 Because of the clinical potential of progesteronergic sys-
tems for inducing an increase in the respiratory drive, the 
question of their ability to induce beneficial effects in CHS 
patients was of particular interest. 

4. RECENT CLINICAL AND ANIMAL DATA 

SUGGEST THAT GONANES ENHANCE VENTILA- 
TION IN CCHS UNLIKE NATURAL PROGESTERONE, 

PREGNANES, OR ESTRANES 

4.1. CCHS is the most Highly Documented CHS and is 

Related to a Mutation of the PHOX2B Gene and Charac-
terized by a Severe Diminished CO2/H

+
 Chemoreflex 

 CCHS is the subject of many active clinical and experi-
mental studies, making it the most highly documented CHS. 
It is also called Ondine’s curse syndrome in reference to “the 
story of a water sprite from European lore who cursed her 
unfaithful lover to lose all autonomic functions and therefore 
stop breathing when he fell asleep” [29]. It is a rare disorder, 
first described by Mellins and collaborators in 1970, with a 
very poor prognosis and high mortality during infancy. Chil-
dren with CCHS typically present during the newborn period 
a documented failure of the autonomic control of breathing 
and various findings of autonomic nervous system dysfunc-
tion [190]. CCHS is diagnosed by hypoventilation linked to a 
severely diminished CO2/H

+
 chemoreflex (increase in central 

respiratory drive caused by elevation of CO2 levels) in the 
absence of perceived respiratory discomfort and primary 
pulmonary, cardiac, and neuromuscular disorders or brain 
lesions that may account for the entire phenotype. In the 
most severe forms, mortality is high during the early postna-
tal period and hypoventilation is present during both sleep 
and wakefulness [31]. It occurs throughout the world, with 
an estimated incidence of 1 per 200,000 live births in France 
[30, 191, 192]. It is related to a heterozygous mutation in the 
PHOX2B gene [193]. The PHOX2B gene mutation consists 
of a polyalanine repeat expansion (from 4 to 13) in 90% of 
cases and missense, nonsense, or frameshift mutations in the  
 

remaining 10%. Introduction of the most frequent PHOX2B 
gene mutation in mice results in the dysfunction of 
PHOX2B-positive neurons of a medullary region called the 
retrotrapezoid/parafacial respiratory group (RTN/pFRG), a 
pivotal group for CO2 chemoreception [16, 193-198]. The 
existence of the RTN/pFRG in humans has not been clearly 
established. However, based on immunohistochemical stud-
ies [199-201], CCHS is considered to mostly, if not com-
pletely, result from a dysfunction of the PHOX2B-positive 
and CO2/H

+ 
sensing cells of the RTN/pFRG [31]. 

 To date, no available pharmacological treatment exists 
for CCHS patients, which consequently depend on mechani-
cal ventilation at least during sleep. This underlines the in-
terest in developing pharmacological alternatives. 

4.2. Recent Clinical and Animal Data Suggest that the 
Gonane Class of Progestins may be of Great Clinical In-

terest for Treating CCHS Patients 

4.2.1. Recovery of CO2 Chemosensitivity in CCHS Under 

Desogestrel Treatment 

 In the regular clinical follow-up of a CCHS patient from 
the French cohort [191], we were surprised to observe a res-
piratory response to CO2 during a test using the rebreathing 
method [50, 202]. The patient was a 19-year-old woman 
carrying the five-alanine expansion mutation of the PHOX2B 
gene. She had been completely unresponsiveness to such 
stimulation since birth as illustrated in Fig. (2A), obtained 
less than three years before the observation of a respiratory 
response to CO2. The patient exhibited a 2-3-fold increase in 
ventilation in two tests: breathing through a one-way valve 
in an open circuit of which the inspiratory arm was con-
nected to a bag containing a 7% CO2-93% O2 gas mixture 
and two days later with the rebreathing method (Fig. 2A). 
Extensive questioning of the patient allowed the physicians 
to suggest that the use of a progestin, desogestrel (75µg 
daily) as a contraceptive may have been involved in this 
beneficial effect. We tested this hypothesis, by assessing the 
ventilatory response of another patient, a 30-year-old woman 
carrying the six-alanine expansion mutation of the PHOX2B 
gene, to hypercapnia after the initiation of contraceptive 
treatment with desogestrel (75µg daily). The absence of ven-
tilatory and sensory responses to hypercapnia by the 
rebreathing method had been documented several times for 
the second patient, as for the first, before the administration 
of desogestrel. Three weeks after the beginning of 
desogestrel treatment, she displayed a respiratory response to 
CO2, with respiratory sensation and a marked anxiety that 
she had never experienced previously during such test. 
Given the known effect of natural progesterone on the cen-
tral ventilatory drive, these observations led us to hypothe-
size that desogestrel, a progestin of the gonane group, was 
responsible for restoring the ventilatory response to CO2, 
despite the absence of a known effect of natural progesterone 
or progestin from other molecular families in CCHS [46, 
47]. However, shortly after this first study, another research 
group presented contradictory results. In this second clinical 
study, a unique patient, a 23-year-old woman carrying the 
seven-alanine expansion mutation of the PHOX2B gene, was 
deliberately treated for two weeks with 150 µg desogestrel  
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and 30 µg ethinyl estradiol daily and did not display a recov-
ery of CO2 chemosensitivity [203]. These contradictory find-
ings may be due to the complex nature of the actions of pro-
gestins on breathing control. As previously discussed, natu-
ral progesterone, its metabolites, and therefore synthetic pro-
gestins, are known to possess a wide range of targets within 
the CNS (Fig. 1) [103, 145, 147, 150, 161, 204, 205]. These 
contrary results may also be idiosyncratic. The action of 
desogestrel, or rather its metabolite 3-ketodesogestrel 
(etonogestrel), a synthetic progestin derived from testoster-
one and belonging to the gonane family [57, 205], may in-
volve multiple pathways. Gonane progestins may exert their 
ventilatory effect, as natural progesterone and its derivatives 
(Fig. 1), by acting on the hypothalamus or brainstem [182, 
184] through both genomic [205] and non-genomic mecha-

nisms [84, 132, 184, 206]. In such a scenario, the gonanes 
may be more potent than natural progesterone and other syn-
thetic progestins, explaining why gonanes can have an effect 
on CCHS patients, whereas other drugs do not. Another pos-
sibility is that the gonanes exert a specific action, distinct 
from that of natural progesterone, its derivatives, or pro-
gestins other than gonane. In both cases, gonanes could acti-
vate or over-activate one or more central mechanisms con-
trolling CO2/H

+
 chemosensitivity outside of the main che-

mosensitive central site, the RTN/pFRG, which is dysfunc-
tional in CCHS due to the PHOX2B mutation. 

 The fortuitous observation of a recovery of CO2 che-
mosensitivity in CCHS patients under desogestrel treatment 

 

Fig. (2). Consequences of desogestrel exposure on the ventilation of a CCHS patient. (A) Ventilatory response of a CCHS patient during 

a CO2 rebreathing test [50]. The left panel shows the change in ventilation (VE) with the increase in end tidal CO2 partial pressure assessed 

before desogestrel exposure. The right panel shows the same assessment after approximately 18 months of treatment with desogestrel. Re-

printed from Respiratory Physiology & Neurobiology, 171(2), C Straus, H Trang,M-H Becquemin, P Touraine, T Similowski, Chemosensi-

tivity recovery in Ondine's curse syndrome under treatment with desogestrel, 171-174, Copyright (2010), with permission from Elsevier. (B) 

Box plot showing the median breath-by-breath respiratory frequency and median breath-by breath end tidal CO2 partial pressure of the 

CCHS patient at baseline [52]. † indicates a significant difference between before and after desogestrel treatment and during desogestrel 

exposure. One-way ANOVA – post hoc Bonferroni correction. 
††

p < 0.01, 
†††

p < 0.001. Abbreviation: desogestrel (DSG). Reprinted from 

Neuropharmacology, 107, F Joubert, A-S Perrin-Terrin, E Verkaeren, P Cardot, M-N Fiamma, A Frugière, I Rivals, T Similowski, C Straus, 

L Bodineau, Desogestrel enhances ventilation in ondine patients: Animal data involving serotoninergic systems, 339-350, Copyright (2016), 

with permission from Elsevier. 
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that does not seem to be systematical underlines the neces-

sity to dissect the action mechanisms of this progestin. 

4.2.2. The Desogestrel Metabolite Enhances the Respira-
tory Response to Acidosis in Presence of Supramedullary 

Areas 

 Extensive knowledge of the exact effect and modalities 
of action of desogestrel or its active metabolite, etonogestrel, 
on the central respiratory network is necessary for both 
evaluating the conditions under which these progestins could 
be used to treat CHS patients and determining the origin of 
the responsiveness of the CCHS patients to these drugs. 
These considerations led to studies on ex vivo preparations of 
CNS from rodents [207], making it possible to focus on the 
actions of progestin that target the CNS. Ex vivo preparations 
of CNS tissue from newborn rodents is a classical model 
used in central respiratory drive studies (Fig. 3). These 
preparations are minimally composed of the medulla oblon-
gata and spinal cord (MS preparations). They contain the 
neuronal groups of the medulla oblongata, essential for the 
elaboration of the respiratory rhythm i.e. the respiratory gen-
erators [4, 5], as well as other groups involved in the modu-
lation of the respiratory rhythm, such as raphe nuclei [24, 
208-212]. The rhythmic activity recorded at the level of the 
fourth ventral cervical root of the spinal cord is recognized 
as respiratory-like activity since the seminal study of Suzue 
(Fig. 3) [213]. This has led researchers to use this prepara-
tion for many years for both pharmacological and CO2/O2 
respiratory adaptation studies [207, 214-225]. Using ex vivo 
preparations containing encephalic regions more rostral than 
the medulla oblongata, diencephalon-brainstem-spinal cord 
preparations (DBS), permits the study of the influence of 
these rostral encephalic regions on the central respiratory 
drive [219, 226]. We assessed the effect of desogestrel/ 
etonogestrel by comparing the respiratory-like activity of 
MS and DBS preparations subjected to a metabolic acidosis 
challenge in the presence or absence of etonogestrel [51]. 
Metabolic acidosis is an experimental situation that models 
hypercapnia [215, 227]. In accordance with the literature, 
metabolic acidosis induced an increase in the frequency of 
the respiratory-like activity by approximately 30% in the 
absence of progestin (Fig. 3) [215, 227-229]. Etonogestrel 
exposure increased the respiratory response to metabolic 
acidosis of DBS but not MS preparations. This led us to pro-
pose that the gonane progestin may at least partially com-
pensate for the neuronal deficit in CCHS patients through a 
mechanism involving encephalic regions rostral to the me-
dulla oblongata. These observations suggest that CO2/H

+
-

activated cells of supramedullary regions, such as those of 
the locus coeruleus [17, 230, 231], the periaqueductal gray 
matter [19, 21], and the caudal hypothalamus [20, 232], all 
reported to be progesterone-sensitive [233, 234], may be 
activated or over-activated by the gonane progestin. Further 
experiments are clearly necessary to identify the cell popula-
tions involved and characterize the etonogestrel-activated 
mechanisms at the cellular and molecular levels. 

 In addition to the facilitating effect of gonane progestins 
during a chemoreflex situation, based on the known influ-
ence of natural progesterone and its derivatives, the question 
of an effect of gonane progestins on the baseline ventilation 
was raised. 

4.2.3. The Beneficial Effect of Desogestrel Extends Beyond 

CO2/H+ Chemosensitivity in Baseline Ventilation 

 Given the effects of natural progesterone and other pro-
gesteronergic drugs on basal ventilation, it seemed poten-
tially informative to analyze the effects of these gonane pro-

gestins outside of a CO2/H
+
 challenge to explore other ef-

fects on respiratory control. We thus carried out a retrospec-
tive analysis of the data recorded during baseline ventilation 
in the two CCHS patients who had a respiratory response to 

CO2 under desogestrel [50]. The review of the dynamically 
collected data (before, during, and after desogestrel expo-
sure) showed that the respiratory frequency was higher and 
PETCO2 lower in the presence than absence of the progestin, 

whereas the tidal volume did not change (Fig. 2B) [52]. This 
suggests that the ventilatory effect of desogestrel may extend 
beyond CO2/H

+
 chemosensitivity. We thus carried out a 

translational study on mice to dissect the action of etono-

gestrel on the baseline respiratory drive. First, we established 
that the facilitatory effect of etonogestrel on the respiratory 
frequency observed in humans was also present in mice. Us-
ing whole body plethysmography [235], we observed an 

increase in basal respiratory frequency in mice induced by 
etonogestrel at a similar proportion to that observed in hu-
mans, at a concentration near that of human exposure, given 
its bioavailability [236] (Fig. 4A) [52]. Using mouse ex vivo 

CNS preparations that contained only the medulla oblongata 
and the spinal cord (MS preparations, Fig. 3), we showed 
that the medulla oblongata is sufficient for the observed in-
crease in respiratory frequency induced by etonogestrel (Fig. 

4B) [52]. Moreover, etonogestrel did not induce changes in 
the amplitude of the respiratory-like activity, similar to our 
observations in CCHS patients (increased respiratory fre-
quency with no change of tidal volume). These observations 

suggest that the acceleration of the respiratory frequency by 
etonogestrel in CCHS patients, as well as in mice in vivo, 
may at least in part be mediated by medullary mechanisms. 
The RTN/pFRG, the medullary oscillator that is probably 

missing in CCHS patients because of the PHOX2B gene mu-
tation [193, 196], did not seem to be involved in the acceler-
ating effect of etonogestrel, as suggested by the absence of 
an increase in the number of cells positive for c-FOS, a 

marker of neuronal activity under etonogestrel exposure 
[52]. This histological observation in rodents is consistent 
with the increase in respiratory frequency observed in CCHS 
patient lacking a priori a functional RTN/pFRG. 

 Following the demonstration of the facilitating effect of 
gonane progestins on the respiratory frequency, the next step 
was to characterize the underlying mechanisms by searching 
for etonogestrel modulation of signaling involved in the 
functioning of the respiratory network. 

4.2.4. The Desogestrel Metabolite Influences the Modula-

tion of the Respiratory Drive Through the GABAA and 

NMDA Signaling in the Respiratory Network 

 We assumed that the action of etonogestrel depended, at 
least in part, on the interaction with membrane receptors, as 
reported for natural progesterone or its derivatives (Fig. 1), 
because the acceleration of the respiratory frequency ob-
served in mice in vivo and ex vivo was visible after a single 
acute application. We tested this hypothesis by using of 
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Fig. (3). Ex vivo CNS preparations in an electrophysiological recording chamber and the effect of etonogestrel on respiratory fre-

quency under conditions of metabolic acidosis on these preparations. (A) Schematic representation of an ex vivo preparation of the CNS 

from a newborn rodent placed in an electrophysiological recording chamber. After the surgical procedure, ex vivo preparations were placed in 

a recording chamber and superfused either with artificial cerebrospinal fluid (aCSF) corresponding to normal pH (pH 7.4 aCSF: 129.0 mM 

NaCl, 3.35 mM KCl, 1.26 mM CaCl2 2H2O, 1.15 mM MgCl2 6H2O, 0.58 mM NaH2PO4 H2O, 21.0 mM NaHCO3, 30.0 mM D-glucose) or 

metabolic acidosis (pH 7.23 aCSF: 129.0 mM NaCl, 3.35 mM KCl, 1.26 mM CaCl2 2H2O, 1.15 mM MgCl2 6H2O, 0.58 mM NaH2PO4 H2O, 

15.0 mM NaHCO3, 30.0 mM D-glucose), both saturated with O2 and adjusted to pH by bubbling with 95% O2 and 5% CO2. Pharmacological 

agents can be added to aCSF according to the experimental conditions. The illustrated ex vivo preparation contains the medulla oblongata and 

supramedullary regions up to the diencephalon. Dotted lines show the levels of transection: the rostral extremity for diencephalon-brainstem-

spinal cord (DBS) preparations (1) and medullary-spinal cord (MS) preparations (2) and the caudal extremity for both MS and DBS prepara-

tions (3). A typical electrophysiological respiratory-like activity recording at the level of ventral C4 and its integration is presented to the right. 

(B) Experimental protocol performed to test the effect of etonogestrel on CNS preparation from newborn rat under conditions of metabolic 

acidosis [51]. After a stabilization period (30 min superfused with normal pH aCSF without drug), preparations were pre-incubated 15 min 

either with etonogestrel (1 µM) or dimethyl sulfoxide (DMSO, 0.01%, the solvent for etonogestrel) i.e pre-metabolic acidosis period, before 

being superfused for 30 min with metabolic acidosis aCSF containing the same drugs i.e. metabolic acidosis period. Pre-metabolic acidosis  

Fig. (3). contd…. 
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and metabolic acidosis values were defined as the mean calculated over the last 5 min of the pre-metabolic acidosis and metabolic acidosis 

periods, respectively. The dot plot shows the percentage change in respiratory frequency (fR) between respective pre-metabolic acidosis and 

metabolic acidosis values obtained in MS and DBS preparations exposed to DMSO (dark gray circles) or etonogestrel (light gray circles). All 

values are expressed as the mean ± SEM. Two-way ANOVA followed by a post hoc Bonferroni correction were performed. Differences were 

considered to significant for p < 0.05. # significant increase in mean fR compared to control values; * significant difference between etono-

gestrel and DMSO exposures. # p < 0.05, ### p < 0.001, *** p < 0.001, n.s.: non-significant. Abbreviations: artificial cerebrospinal fluid 

(aCSF); integrated activity of the C4 ventral nerve root (ʃC4); electrical activity of the C4 ventral nerve root (C4); dimethyl sulfoxide 

(DMSO); etonogestrel (ETO); respiratory frequency (fR), medullary-spinal cord (MS); diencephalon-brainstem-spinal cord (DBS). Adapted 

from [51]. Reprinted from Neuroscience Letters, 567, C Loiseau, D Osinski, F Joubert, C Straus, T Similowski, L Bodineau, The progestin 

etonogestrel enhances the respiratory response to metabolic acidosis in newborn rats. Evidence for a mechanism involving supramedullary 

structures, 63-67, Copyright (2014), with permission from Elsevier. 

 

ex vivo MS preparations to assess the influence of etono-

gestrel on the modulation of the respiratory-like frequency 

through the GABAA and NMDA signaling in the respiratory 

network, as both GABAA and NMDA receptors are involved 

in the modulation of the central respiratory drive [237-239] 

and are influenced by steroids [130, 132, 155]. First, block-

ing the GABAA receptors with bicuculline reduced the accel-

erating effect of etonogestrel at a low concentration (0.05 

µM) and suppressed it at higher a concentration (2µM; Fig. 

4C) suggesting that part of the effect of etonogestrel may 

depend on the interaction of the progestin with GABAA re-

ceptors. These results are consistent with published data es-

tablishing steroid-dependent negative and/or positive allos-

teric modulation of GABAA receptor as indicated above 

[130, 206]. The differential effect of etonogestrel may be due 

to a concentration-dependent effect on several subunits of 

GABAA receptors. Indeed, the GABAA receptor-dependent 

response mediated by receptors containing α1/3 subunits is 

enhanced by low steroid concentrations, whereas receptors 

composed of α2/4/6 subunits require higher steroid concentra-

tions [132]. The reduction or total suppression of the etono-

gestrel effect by bicuculline may depend on the overall effi-

ciency of different types of GABAA receptors as α1/3 and α2/4 

GABAA receptor subunits are both present in medullary res-

piratory areas [240, 241]. In addition, in the presence of 

etonogestrel, a GABAA receptor agonist, muscimol at IC50, 

induced a greater decrease in respiratory frequency than in 

its absence, suggesting that the gonane progestin positively 

modulates GABAA receptor (Fig. 4D). This was supported 

by the fact that gonanes such as etonogestrel are derived 

from testosterone (Fig. 1), a positive modulator of GABAA 

receptor [130]. Concerning a possible interaction with the 

NMDA receptor, blocking of NMDA by the antagonist MK-

801 completely suppressed the accelerating action of etono-

gestrel on respiratory frequency at low etonogestrel concen-

tration, whereas the increase in respiratory frequency in-

duced by NMDA was greater in the presence of etonogestrel 

than in its absence. Both observations suggest that etono-

gestrel influences the modulation of the respiratory-like fre-

quency by NMDA signaling in the respiratory network. 

 The raised step was to investigate if the change of 

GABAA and NMDA signaling in the respiratory network 

influence a major central system of respiratory regulation 

known to be modulated by natural progesterone, the seroton-

ergic system. 

4.2.5. The Desogestrel Metabolite Increases the Baseline 

Respiratory Drive by a Medullary Serotoninergic Pathway 

 Taking into account several lines of evidence from the 

literature, it is plausible that the acceleration of the baseline 

respiratory drive by etonogestrel involves serotoninergic 
systems. Indeed, i) medullary serotoninergic neurons modu-

late the baseline central respiratory drive [208, 211, 242-

245], ii) part of the acceleration of the respiratory drive by 
natural progesterone depends on an interaction with sero-

toninergic systems [39, 246], and iii) medullary serotoniner-

gic neurons are thought to be influenced by GABA/GABAA 
and NMDA signaling [247-252]. Thus, we used a functional 

immunohistochemical approach to search for an eventual 

change of activity in the medullary raphe nuclei, raphe pal-
lidus and raphe obscurus, two areas known to play a role in 

respiratory control [209, 212, 253]. Using c-FOS and dual c-

FOS/serotonin immunohistochemical detection, we observed 
increased activity of cells in the caudal part of the raphe pal-

lidus and raphe obscurus nuclei in the presence of etono-

gestrel (Fig. 5A), with many of the c-FOS-positive cells also 
positive for serotonin (Fig. 5A) [52]. In addition, blockade of 

the serotoninergic modulation of the respiratory drive by 

methysergide, a 5-HT1,2,7 receptor antagonist [225, 254-256], 
completely suppressed the accelerating effect of etonogestrel 

on the respiratory-like frequency in MS preparations (Fig. 

5B) [52]. These convergent results suggest the existence of a 
new interaction pathway between progesteronergic and sero-

toninergic systems, as the effects of steroids on the release of 

serotonin depends on supramedullary regions [246, 257]. 
The gonane-serotonin medullary interaction that affects the 

respiratory drive is likely specific to this progestin family. 

CONCLUSION 

 In conclusion, among progesteronergic drugs, gonanes, 

such as desogestrel or its active metabolite etonogestrel, are 

of great potential interest in the context of CHS neurorespi-

ratory pathologies. Gonane progestins can increase the respi-

ratory drive at baseline. They also seem able to restore the 

respiratory response to CO2 in CCHS patients who lack this 

chemosensitivity. Animal studies suggest that acceleration of 

the baseline respiratory drive by gonane progestins is related, 

at least in part, to a medullary serotoninergic pathway and 

that the recovery of the CO2 chemoreflex depends on su-

pramedullary action(s). The mechanisms likely involve the 

interaction of gonane with GABAA and NMDA membrane 
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Fig. (4). Effect of etonogestrel on baseline respiratory frequency on in vivo newborn mice and ex vivo medullary-spinal cord preparations. 

Implication of GABAA receptors. (A) Effect of etonogestrel on baseline respiratory frequency (fR) on in vivo newborn mice. Newborn mice 

received per os either etonogestrel (ETO; 10
-3

 mg/kg; concentration equivalent to that of the human exposure) dissolved in oil or oil alone. The fR 

was recorded by whole body plethysmography. Traces illustrate ventilation after oil or etonogestrel exposure. The dot plot shows the baseline fR 

obtained after oil (dark gray circles) or etonogestrel (light gray circles) exposure. (B) Effect of etonogestrel on fR of ex vivo medullary-spinal cord 

preparations. Preparations were exposed to etonogestrel (0.05, 0.5, 1, or 2 µM) or dimethyl sulfoxide (DMSO, 0.01%, etonogestrel solvent). The 

respiratory-like activity was recorded at the level of the fourth cervical ventral root (Fig. 3). The dot plot shows the percentage change of the 

mean fR during DMSO (dark gray circles) or etonogestrel (light gray circles) exposure. (C) Effect of etonogestrel under conditions of GABAA 

receptor blockade on ex vivo medullary-spinal cord preparations. Preparations were pre-incubated with bicuculline (GABAA receptor antagonist) 

before etonogestrel exposure. The dot plot shows the percentage change of the fR during etonogestrel exposure (0.05 µM and 2 µM) in the ab-

sence and presence of 3 µM bicuculline (a concentration previously shown to be sufficient to block the effect of GABA on GABAA receptor -

mediated regulation of respiration [206]). (D) Effect of etonogestrel on GABAA receptor modulation of ex vivo medullary-spinal cord prepara-

tions. Preparations were first exposed to etonogestrel (0.05 µM and 2 µM) or DMSO (0.01%) and then DMSO/muscimol (0.14 µM; EC50, as 

determined in [52]) or etonogestrel/muscimol (0.14 µM). The dot plot shows the percentage change of the fR during DMSO/muscimol (dark gray 

circles) or etonogestrel /muscimol (light gray circles) exposure. All values are expressed as the mean ± SEM. The student t-test or two-way 

ANOVA, followed by post hoc Bonferroni correction were performed as appropriate. Differences were considered to be significant for p < 0.05. 

# significant increase in mean fR relative to pre-DMSO and pre- etonogestrel values as appropriate; * significant difference between etonogestrel 

and DMSO or oil exposures or between the absence and presence of bicuculline. ## p < 0.01, ### p < 0.001, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 

0.001, n.s.: non-significant. Abbreviations: bicuculline (BIC); dimethyl sulfoxide (DMSO); etonogestrel (ETO); respiratory frequency (fR); mus-

cimol (MUS). Adapted from [52]. Reprinted from Neuropharmacology, 107, F Joubert, A-S Perrin-Terrin, E Verkaeren, P Cardot, M-N Fiamma, 

A Frugière, I Rivals, T Similowski, C Straus, L Bodineau, Desogestrel enhances ventilation in ondine patients: Animal data involving sero-

toninergic systems, 339-350, Copyright (2016), with permission from Elsevier. 
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Fig. (5). The effect of etonogestrel on respiration implies the medullary serotoninergic systems. (A) Effect of etonogestrel on c-fos ex-

pression in medullary respiratory structures containing serotoninergic neurons. On the left, gray photomicrographs illustrate c-FOS im-

munoreactivity in the caudal parts of the pallidus and obscurus raphe nuclei after dimethyl sulfoxide (DMSO) or etonogestrel exposure. Scale 

bar: 100 µm. On the right, photomicrographs illustrate the serotoninergic character of c-FOS-immunoreactive cells in these two structures. 

Scale bars: 10 µm. (B) Effect of etonogestrel under conditions of blockade of serotoninergic respiratory influence on ex vivo medullary-spinal 

cord preparations. Preparations were first exposed to methysergide (a 5-HT1/2/7 receptor antagonist; 5 µM, the lowest concentration that com-

pletely antagonizes the effect of 5-HT, as determined in [52]) and then etonogestrel (0.05 µM). The scatter plot shows the percentage change 

of the fR during etonogestrel exposure in the absence or presence of methysergide. All values are expressed as the mean ± SEM. The Kruskal-

Wallis test was performed. Differences were considered to be significant for p < 0.05. # significant increase in mean fR relative to pre-ETO 

values; * significant difference between the presence and absence of methysergide. ### p < 0.001, *** p < 0.001, n.s.: non-significant. Ab-

breviations: etonogestrel (ETO); inferior olives (IO); respiratory frequency (fR); methysergide (MET). Adapted from [52]. Reprinted from 

Neuropharmacology, 107, F Joubert, A-S Perrin-Terrin, E Verkaeren, P Cardot, M-N Fiamma, A Frugière, I Rivals, T Similowski, C Straus, 

L Bodineau, Desogestrel enhances ventilation in ondine patients: Animal data involving serotoninergic systems, 339-350, Copyright (2016), 

with permission from Elsevier. 

 

receptors leading to a change of the modulation of the respi-
ratory-like frequency through the GABAA and NMDA sig-
naling in the respiratory network. Further experiments are 
necessary to completely understand the central actions of 
these progestins, in particular regarding the complexity of 
the action of progesteronergic drugs in the context of pa-
tients who respond [50] or not [203] to the gonane. 
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CNS = central nervous system 

CO2 = carbon dioxide 

DBD = DNA binding domain 

DBS = diencephalon-brainstem-spinal cord 

DMSO = dimethyl sulfoxide 

DSG = desogestrel 

EC50 = half maximal effective concentration 

ETO = etonogestrel 

fR = respiratory frequency 

GABAA = type A gamma-aminobutyric acid recep-
tor 

GPCR = G-protein-coupled receptor 

GR = nuclear glucocorticoid receptor 

h = nuclear location signal 

HEK = human embryonic kidney 

IF = inhibition factor 

IO = inferior olives 

LBD = ligand binding domain 

MET = methysergide 

MK-801 = dizocilpine 

mPR = membrane progesterone receptor 

MR = nuclear mineralocorticoid receptor 

mRNA = messenger ribonucleic acid 

MS = medullary-spinal cord 

MUS = muscimol 

NMDA = N-methyl-D-aspartate 

NTD = N-terminal domain 

O2 = dioxygen 

P450c17 = steroid 17-alpha-hydroxylase/17,20 lyase 
precursor 

PaCO2 = partial pressure of carbon dioxide in arte-
rial blood 

PaO2 = partial pressure of dioxygen in arterial 
blood 

PETCO2 = partial pressure of end-tidal carbon diox-
ide 

PHOX2B = paired-like homeobox 2B 

pFRG = parafacial respiratory group 

PGRMC1 = progesterone receptor membrane compo-
nent 1 

PR = nuclear progesterone receptor 

PRE = progesterone responsive element 

RTN = retrotrapezoid nucleus 

RU486 = mifepristone 

ʃC4 = integrated activity of the C4 ventral nerve 
root 

THDOC = 3ɑ5ɑ tetrahydrodeoxycorticosterone 

UTR = untranslated region 

VE = minute ventilation 
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Partie 2:  Implication de l’érythropoïétine dans la 
ventilation en hypercapnie 

Un des objectifs de ce doctorat était de caractériser l’effet de l’Epo sur la CCR en 

hypercapnie et de déterminer ses mécanismes d’action. Pour cela, nous avons cherché à mettre 

en évidence les effets d’une déficience en Epo sur la réponse ventilatoire à l’hypercapnie à 
l’aide de souris transgéniques Epo-TAgh. Afin de mener à bien cette étude, nous avons évalué 

les effets d’une déficience en Epo sur : 
 
- les variables ventilatoires en hypercapnie in vivo de souris adultes Epo-TAgh ; 

 

- l’activité neuronale au sein de structures encéphaliques connues pour leur rôle dans la 

régulation de la ventilation sur des encéphales issus d’adultes Epo-TAgh soumis à une 

hypercapnie in vivo ; 

 

-  la CCR en acidose métabolique (modélisation de l’hypercapnie in vivo) des préparations ex 

vivo de bulbe rachidien-moelle épinière de souris Epo-TAgh nouveau-nées. 

 

Dans l’équipe du Dr Jorge Soliz2 avec laquelle nous avons collaboré, la CCR a été 

également évaluée sur des préparations ex vivo de bulbe rachidien-moelle épinière de souris 

Tg21 nouveau-nées, des animaux sur-exprimant l’Epo au niveau central. La forme soluble du 

récepteur à l’Epo, un antagoniste naturel de l’Epo ou des inhibiteurs de la voie ERK1/2/Akt, 

voie de signalisation érythropoïétinergique, ont été ajoutés au LCRa de superfusion de ces 

préparations. 

   
 

 
Les résultats obtenus ont donné lieu à un article et un manuscrit à soumettre 

prochainement. Ces travaux vous seront présentés ci-dessous et les principaux éléments seront 

résumés en amont. 

  

                                                 
2 Université Laval, Faculté de Médecine, Centre de Recherche Institut universitaire de cardiologie et de 
pneumologie de Québec, Département de Pédiatrie, Québec, QC, Canada. 
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 Article publié : Pharmacological, but not genetic, alteration of neural 

Epo modifies the CO2/H+ central chemosensitivity in postnatal mice 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Certains travaux de la partie 2 des résultats généraux ont donné lieu à : 
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1. Résumé 

L'altération pharmacologique, mais non génétique, de l'Epo neuronale 
modifie la chémosensibilité centrale au CO2/H+ chez les souris au stade 

post-natal 

Objectif 

Étudier l’implication de l’Epo dans l’adaptation de la CCR à un challenge CO2/H+ 

(modélisant l’hypercapnie in vivo) sur des préparations ex vivo de bulbe rachidien-moelle 

épinière isolées de souris nouveau-née au 4e jour post-natal (P4). A ce stade, la CCR en 

condition basale est stimulée de manière dose-dépendante par l’Epo (Khemiri et al., 2012) et la 

stimulation des chémorécepteurs centraux sensibles au CO2/H+ est essentielle à la ventilation 

(Ramanantsoa et al., 2011).  

Contexte scientifique 

δ’Erythropoïétine (Epo) est une cytokine dont les premières fonctions ont été associées 
à la réponse du système cardiovasculaire à l’hypoxie et à l’ischémie en contrôlant le processus 

de l’érythropoïèse qui assure la production et la maturation des lignées cellulaires, dérivant de 

cellules souches hématopoïétiques, qui donnent les érythrocytes (Koury & Bondurant, 1990). 

Cependant elle exerce également de nombreux autres effets physiologiques et notamment au 

sein du système nerveux central où elle a une action neuroprotectrice importante par la 

stimulation de la neurogenèse et de l’angiogenèse cérébrale mais aussi via des effets anti-

apoptotique, anti-inflammatoire et anti-cytotoxique (Byts & Siren, 2009, Wang et al., 2014, 

Blixt et al., 2018).  

Récemment, l’Epo a été décrite comme jouant un rôle dans la ventilation en normoxie 

et dans la modulation de la ventilation en réponse à l’hypoxie, à la fois au stade post-natal et à 

l’âge adulte chez la souris (Khemiri et al., 2012, Macarlupu et al., 2006, Pichon et al., 2016, 

Voituron et al., 2014, Soliz et al., 2005, El Hasnaoui-Saadani et al., 2009, Caravagna & Soliz, 

2015, Ballot et al., 2015a). En effet, l’Epo et son récepteur Epo-R sont exprimés dans le NTS, 

les noyaux du raphés ainsi que la surface ventro-latérale du bulbe rachidien comprenant le pré-

BötC et le RTN/pFRG (Soliz et al., 2005), des structures médiatrices majeures dans l’adaptation 
de la réponse ventilatoire à l’hypoxie (Teppema et al., 1994, Zanella et al., 2005, Erickson & 

Millhorn, 1994, Wakai et al., 2015, Richerson, 1995, Depuy et al., 2011, Dias et al., 2007, 

Bodineau & Larnicol, 2001, Berquin et al., 2000a, Berquin et al., 2000b, Takakura et al., 2006b, 

Mulkey et al., 2004, Finley & Katz, 1992). Ces structures sont également impliquées dans 

l’adaptation de la réponse ventilatoire à l’hypercapnie, ce qui a amené à penser que l’Epo 
pourrait aussi intervenir sur la modulation de la réponse ventilatoire à l’hypercapnie. Les 

premières études montrent que la surexpression cérébrale d’Epo n'affecte pas la 
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chémosensibilité centrale CO2/H+ chez les souris transgéniques adultes surexprimant l'Epo 

uniquement dans le cerveau (Tg21) au 10e jours post-natal (Laouafa et al., 2016) et chez des 

souris adultes recevant une injection intra-cisternale de l’isoforme soluble de l’Epo-R (sEpo-

R), un antagoniste naturel de l’Epo (Ballot et al., 2015b). Cependant la chémosensibilité au 

CO2/H+ dépend chez les mammifères de la maturation du réseau respiratoire et donc de l’âge 
(Rigatto et al., 1975, Frantz et al., 1976, Abu-Shaweesh et al., 1999, Bissonnette & Knopp, 

2004b, Putnam et al., 2005). La stimulation des chémorécepteurs centraux sensibles au CO2/H+ 

est considérée comme essentielle à la respiration à l'âge néonatal (Ramanantsoa et al., 2011). 

En conséquence, nous avons voulu dans cette étude apprécier si l'Epo module la réponse 

ventilatoire centrale au CO2/H+ chez la souris à des âges antérieurs à P10.  

Resultats et discussion 

- La sur- ou sous- expression d’Epo cérébrale n'a pas modifié la CCR en réponse à 
une hypercapnie 

Nous avons utilisé des préparations ex vivo de SNC isolé de souris nouveau-nées (P4) 

transgéniques soit surexprimant l’Epo spécifiquement dans l’encéphale (Tg21) (Wiessner et al., 

2001), soit sous-exprimant l’Epo plasmatique et cérébrale (Epo-TAgh) (El Hasnaoui-Saadani 

et al., 2009). Ces préparations de SNC isolé ont été superfusées en continu avec du liquide 

céphalo-rachidien artificiel (LCRa) maintenu à une température de 26±1°C, dioxygéné par un 

mélange gazeux (Tg21 : 5%CO2 ; 21%O2 ; 74%N2 et Epo-TAgh : 95%O2 ; 5%CO2). Elles ont 

été soumises à une acidose induite soit par une augmentation de CO2 (30%CO2 ; 21%O2 ; 

49%N2 ; final pH 7,20) pour les souris Tg21 soit par une élévation des ions H+ (21nM abaissé 

à 15mM NaHCO3 dans le LCRa; final pH 7,23) pour les souris Epo-TAgh. Ce sont là deux 

modélisations de l’hypercapnie in vivo. Comme les niveaux de CO2 et le pH sont étroitement 

corrélés (équation de Henderson-Hasselbalch), nos résultats sont facilement comparables entre 

eux. Les stimulations d’acidose ont été effectuées sur une période de 30 minutes après une 

période de stabilisation en normopH modélisant les conditions de normocapnie in vivo. 

δ’activité rythmique au niveau de la 4e racine cervicale ventrale (C4) de ces préparations a été 

enregistrée de façon à étudier la fréquence (fR) et l’amplitude des bouffées inspiratoires (IntC4) 

dans les différentes conditions expérimentales testées. Cette activité électrique enregistrée est 

classiquement assimilée à la CCR (Suzue, 1984, Ren & Greer, 2006a). 

δa CCR enregistrée en normocapnie n’était pas différente entre les souris transgéniques 
et les souris témoins ni entre les deux types de souris transgéniques elles-mêmes. En revanche, 

pour les deux types de souris transgéniques, une augmentation de la CCR a été observée en 

condition d’acidose par rapport à la normocapnie mais cette augmentation n’était 
significativement pas différente de celle observée chez les souris témoins. Cette augmentation 

résultait d’une augmentation fR et non d’une augmentation de l’IntC4. δ’Epo semble ne pas 



Résultats généraux 
– Implication de l’érythropoïétine dans la ventilation en hypercapnie 

– 209 – 

intervenir dans la CCR en condition de normopH et d’acidose dans nos conditions 

expérimentales. 

- L'inhibition pharmacologique centrale de la signalisation érythropoïétinergique 
diminue la CCR en hypercapnie 

Afin de mieux caractériser l’impact de l’Epo sur l’adaptation de la CCR à l’acidose, la 

forme soluble du récepteur à l’Epo, un antagoniste naturel de l’Epo ou des inhibiteurs de la voie 

ERK1/2/Akt, voie de signalisation érythropoïétinergique, ont été ajoutés au LCRa de 

superfusion des préparations ex vivo des souris Tg21. 

δ’immersion des préparations ex vivo de souris Tg21 dans un LCRa contenant du sEpoR 

ou des inhibiteurs ERK1/2/Akt ne diminuait pas la CCR en normopH, mais diminuait de 50% 

l’IntC4 en réponse à l’acidose induite par le CO2, tandis que l’augmentation de la fR n’était pas 
altérée. 

Conclusions 

Nos résultats suggèrent que la sur- ou sous- expression d’Epo ne semble pas moduler la 

CCR ni en conditions basales ni en réponse à l’augmentation du taux de CO2 ou la diminution 

du pH au stade P4. δ’absence de changement de phénotype ventilatoire des souris transgéniques 

Epo-TAgh et Tg21 par rapport aux témoins pourrait s’expliquer par la mise en place de 
mécanismes compensatoires impliquant notamment la modulation de l’activité de l’Epo par le 
sEpo-R, suggérant que plus que la concentration en Epo plasmatique ou cérébrale, c’est le ratio 

Epo/sEpo-R qui constitue un mécanisme de régulation de la ventilation. Soutenant cette 

hypothèse, l’antagonisation aiguë de la signalisation Epo par sEpo-R diminue la réponse 

respiratoire à l’acidose au stade P4. Il est intéressant de noter que cet effet n’était pas observé 
à des stades plus tardifs (P10 et adulte) (Laouafa et al., 2016). Ces travaux expérimentaux 

mettent en évidence l’intérêt de la voie érythropoïétinergique dans des pathologies caractérisées 

par une insensibilité au CO2 telles que les syndromes d’hypoventilation centrale (CHS). 

δ’ensemble des données suggère que la normalisation du ratio Epo/sEpo-R pourrait constituer 

un mécanisme potentiel dans le traitement de ces pathologies. 
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A B S T R A C T

Cerebral erythropoietin (Epo) plays a crucial role for respiratory control in newborn rodents. We showed

previously that soluble Epo receptor (sEpoR: an Epo antagonist) reduces basal ventilation and hypoxic

hyperventilation at postnatal day 10 (P10) and in adult mice. However, at these ages (P10 and adulthood),

Epo had no effect on central chemosensitivity. Nevertheless, it is known that the sensitivity to CO2/H
+ during

the mammalian respiratory network maturation process is age-dependent. Accordingly, in this study we wanted

to test the hypothesis that cerebral Epo is involved in the breathing stimulation induced by the activation of

central CO2/H
+ chemoreceptors at earlier postnatal ages. To this end, en bloc brainstem-spinal cord preparations

were obtained from P4 mice and the fictive breathing response to CO2-induced acidosis or metabolic acidosis

was analyzed. This age (P4) was chosen because previous research from our laboratory showed that Epo altered

(in a dose- and time-dependent manner) the fictive ventilation elicited in brainstem-spinal cord preparations.

Moreover, as it was observed that peripheral chemoreceptors determined the respiratory sensitivity of central

chemoreceptors to CO2, the use of this technique restricts our observations to central modulation. Our results did

not show differences between preparations from control and transgenic animals (Tg21: overexpressing cerebral

Epo; Epo-TAgh: cerebral Epo deficient mice). However, when Tg21 brainstem preparations were incubated for

1 h with sEpoR, or with inhibitors of ERK/Akt (thus blocking the activation of the Epo molecular pathway), the

fictive breathing response to CO2-induced acidosis was blunted. Our data suggest that variation of the Epo/

sEpoR ratio is central to breathing modulation during CO2 challenges, and calls attention to clinical perspectives

based on the use of Epo drugs at birth in hypoventilation cases.

1. Introduction

It has become clear over the last decade that erythropoietin (Epo) is

extensively produced in the brain (by neurons and astrocytes) (Rabie

and Marti, 2008). Moreover, the expression of Epo and its receptor

(EpoR) in rodent (Knabe et al., 2004) and human (Juul et al., 1998)

brains starts during early gestation (1 week and 5 weeks, respectively)

and is maintained (albeit with modulated variations) throughout life.

Accordingly, we now know that Epo plays a critical role in the

development, maintenance, protection and repair of the nervous system

(Chen et al., 2007; Kumral et al., 2011; Silva et al., 1996; Sola et al.,

2005; Yu et al., 2002). Research from our laboratories also contributed

to this new concept of Epo. By using transgenic mice showing over- or

deficient-expression of cerebral Epo, we reported altered modulation of

basal ventilation and hypoxic hyperventilation, both at postnatal and

adult ages (Ballot et al., 2015a; Caravagna et al., 2015; El Hasnaoui-

Saadani et al., 2009; Khemiri et al., 2011; Macarlupu et al., 2006;

Pichon et al., 2016b; Soliz et al., 2005; Voituron et al., 2014). More-

over, the basal ventilation and hypoxic ventilatory response were also

drastically reduced (by about 50%) when the Epo/sEpoR ratio was
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altered by injecting soluble EpoR (sEpoR, the natural competitive

antagonist of Epo) in the cisterna magna (intra-cisternal injection) of

WT mice (Ballot et al., 2015b). In line with these findings, ubiquitous

expression of Epo and EpoR were found in brainstem areas controlling

ventilation, including the preBötzinger complex, the nucleus tractus

solitarii, and catecholaminergic groups of the brainstem (Soliz et al.,

2005).

Taking into account all these results, and keeping in mind that the

brainstem is the main structure containing the CO2/H
+ chemosensors

(Guyenet et al., 2010; Guyenet et al., 2008; Nattie, 1999), it was

surprising to find that cerebral Epo does not affect central CO2/H
+

chemosensitivity in mice. Previous studies from our laboratory showed

that the hypercapnic ventilatory response was unaffected in postnatal

day 10 (P10) and adult mice receiving an intra-cisternal injection of

sEpoR (Ballot et al., 2015b). Similarly, the hypercapnic ventilatory

response was found to be unaffected in adult transgenic mice over-

expressing Epo only in the brain (Tg21) (Laouafa et al., 2016a). It is

important to recall, however, that the sensitivity to CO2/H
+ during

maturation of the mammalian respiratory network is age-dependent

(Abu-Shaweesh et al., 1985; Bissonnette and Knopp, 2004; Frantz et al.,

1976; Putnam et al., 2005; Rigatto et al., 1975). In fact, the stimulation

of central CO2/H
+ chemoreceptors is considered essential for breathing

at neonatal ages (Ramanantsoa et al., 2011), and there are diseases such

as congenital central hypoventilation syndrome (Weese-Mayer et al.,

2010) characterized by a lack of ventilatory response to inhaled CO2

and elevated PCO2. Accordingly, in this study we wanted to investigate

in mice whether cerebral Epo modulates the central ventilatory

response to CO2/H
+ at ages earlier than P10. To this aim, we used

P4 mice showing over- and deficient-expression of cerebral Epo. This

age was chosen because previous research from our laboratory showed

that at P4 Epo alters (in a dose- and time-dependent manner) the fictive

breathing in mice (Khemiri et al., 2011). Moreover, as it was reported

that peripheral chemoreceptors determine the respiratory sensitivity of

central chemoreceptors to CO2 (hyperadditive effect; (Smith et al.,

2015)), experiments were performed on brainstem-spinal cord prepara-

tions to restrict observations to the medullary CO2/H
+ chemoreceptors.

After dissection, preparations were exposed to CO2-induced acidosis or

metabolic acidosis as previously described by our lab (Joubert et al.,

2016; Voituron et al., 2010a; Voituron et al., 2010b). Experiments

challenging the pharmacological decrease of the Epo availability or the

restriction of Epo molecular signaling were also performed on these

preparations. Interestingly, our results showed that pharmacological,

but not genetic, modulation of Epo altered the postnatal central CO2/

pH chemosensitivity at postnatal day P4, a period during which the

respiratory control centers of mice are actively completing development

and maturation (Viemari et al., 2003).

2. Material and methods

2.1. Animals

The transgenic Tg21 mouse strain that overexpresses Epo in the

brain was obtained by a generous donation from Professor Max

Gassmann, University of Zurich, Switzerland. A detailed description

of the Tg21 strain was reported previously (Ruschitzka et al., 2000;

Wiessner et al., 2001). In brief, Tg21 mice were created from the

C57BL/6 mouse line. In our laboratory, Tg21 heterozygous mice were

backcrossed with C57Bl/6 mice for more than six generations to obtain

the corresponding control mice used in this study. For the experimenta-

tion only male Tg21 homozygotes were used.

Epo deficient (Epo-TAgh) mice present a targeted disruption in the

5′ untranslated region of the Epo gene that reduces whole body Epo

expression (Binley et al., 2002). A detailed description of the Epo-TAgh

strain was reported previously (Pichon et al., 2016a). In brief, the Epo-

TAgh mice showed an Epo concentration of about 50 pg/ml (WT

150 pg/ml) in plasma, and 0.10 pg/mg (WT 0.40 pg/mg) in the brain

(El Hasnaoui-Saadani et al., 2009).

All mice were housed and bred in a room maintained at constant

temperature and humidity on a 12-h light cycle (07:30–19:30). Food

and tap water were provided ad libitum. Animal experiments with Tg21

mice were approved by the Laval University Animal Ethics Committee

(Protocol #10-085-2) and carried out in accordance with the EU

Directive 2010/63/EU and the Uniform Requirements for Manuscripts

submitted to Biomedical journals (URM). Experimental protocols for

Epo-TAgh mice were approved by the Ethics Committee for Animal

Experiment Charles Darwin (Ce5/2011/05), done in accordance with

the European Communities Council Directive of September 22, 2010

(2010/63/EU) for animal care, and conducted in accordance with the

French legislation for animal care.

2.2. In vitro brainstem–spinal cord preparations

Experiments were performed on isolated en bloc brainstem–spinal

cord preparations obtained from mice at P4 (n = 10–11/group).

Newborns were cryoanesthetized by total immersion in ice for

4–5 min (Danneman et al., 1997). As previously described (Smith

et al., 1990; Viemari et al., 2003), the brainstem–spinal cord was

isolated from the brain, and the pons was subsequently removed from

the preparation (Khemiri et al., 2011; Viemari and Hilaire, 2002).

Inhibition from the pons region over medullary network activity in

mice is strong, making removal of the pons necessary to allow

spontaneous activity in the respiratory network (Smith et al., 1990;

Viemari et al., 2003) 2003). The preparation was superfused in a

recording chamber with artificial cerebrospinal fluid (aCSF: 129 mM

NaCl, 3.35 mM KCl, 1.26 mM CaCl2, 1.15 mM MgCl2, 21.0 mM NaH-

CO3, 0.58 mM NaH2PO4, and 30.0 mM glucose; final pH value in gassed

aCSF, 7.3–7.4) bubbled with carbogen (95% O2, 5% CO2). Temperature

was maintained at 26∘C (Temperature Controller TC-324B, Warner

Instruments, Hamden, CT).

2.3. Electrophysiological recordings

Electrophysiological recordings were obtained according to a pre-

viously described protocol (Belzile et al., 2007; Khemiri et al., 2011;

Kinkead et al., 2002). Respiratory-related activity of phrenic motoneur-

on axons of the C4 ventral root were recorded using a suction electrode

(model 573000; A-M Systems, Everett, WA) after a superfusion

equilibration period of 20 min, allowing the signal to reach a steady-

state. The signal was amplified (gain = 10,000) and filtered (low cut-

off, 10 Hz; high cut-off, 5 kHz) using a differential AC amplifier (model

1700; A-M Systems, Everett, WA, in Canada; GRASS P 511G, in France).

Raw signals were integrated using a Paynter filter (Moving Averager

model MA- 821; CWE, Ardmore, PA in Canada; or a custom-made

Channel Integrator, in France), and recorded in a digitized form with a

data acquisition system (model DI-720; Dataq Instruments, Akron, OH

or CED, Cambridge, UK). The sampling rate for the analog-digital

conversion of the raw signal was 2.5 kHz.

2.4. CO2-induced acidosis versus metabolic acidosis

Two different forms of acidosis were used in this study: CO2-induced

and metabolic (see detailed protocol below). The reason for this was

that similar studies investigating the impact of cerebral Epo in the

neural control of ventilation at P4 were being performed independently

(and at the same time) in two different lab teams. Specifically, CO2-

induced acidosis was used to perform experiments in Tg21 mice

(overexpressing Epo in the brain) in Canada, while metabolic acidosis

was used to perform experiments in EpoTAgh mice (showing deficient

expression of Epo in the brain), in France. As the results obtained

individually in both labs were complementary and arrive at the same

conclusion, we decided to report them together in one manuscript.
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2.4.1. Experimental protocol for stimulation of the CO2/H
+ sensing cells

We used two standard approaches for activating the CO2/H
+

sensing cells i.e. elevation of the CO2 fraction in the gas mixture

bubbling the aCSF ((Soliz et al., 2016); in Canada) or a decreased pH by

enhancement of the [H+] ((Joubert et al., 2016; Voituron et al.,

2010b); in France). As CO2 levels and pH are closely correlated

(Henderson-Hasselbalch equation), our results are easily comparable

as classically demonstrated (Okada et al., 1993).

Baseline respiratory values were first determined during 10 mins by

perfusing preparations with an aCSF solution equilibrated with carbo-

gen (5% CO2, 21% O2 in N2). Then, CO2-induced acidosis (in Tg21 mice)

was achieved by perfusing preparations with an aCSF solution equili-

brated with a hypercapnic gas mixture (30% CO2, 21% O2, in N2; final

pH 7.20). Metabolic acidosis (in Epo-TAgh mice) was achieved by

perfusing preparations with an aCSF solution equilibrated with 15.0-

21.0 mM of NaHCO3 (final pH 7.23; (Voituron et al., 2010b). The signal

was recorded for 10 mins under acidosis conditions, and then prepara-

tions were returned to baseline conditions for an additional 10 mins.

2.5. Pharmacological treatment of brainstem-spinal cord preparations

The brainstem-spinal cord preparations of Tg21 mice were incu-

bated for 60 mins either with sEpoR (Sigma, Oakville, ON, Canada) or

ERK1/2/Akt inhibitors (UO-126 and LY294002 respectively; Sigma,

Oakville, ON, Canada). Subsequently, the experimental protocol for

CO2-induced acidosis/hypercapnia was applied (as described above).

2.6. Statistical analysis

The frequency and amplitude of the integrated discharges recorded

from the C4 root were calculated every minute during a 10-min period

for basal, CO2-induced acidosis/hypercapnia and metabolic acidosis

conditions. Neural ventilation was estimated as estimated as (frequency

x amplitude)/100. Experiments were repeated under standardized

conditions using preparations from mice coming from at least 3

different litters. For each group and condition, the amplitude of the

signal was expressed as a percentage of the corresponding baseline.

Frequency and amplitude values were averaged minute per minute and

the results expressed as the mean ± SEM. Statistical analyses were

conducted by performing two-way ANOVAs followed by Fisher’s PLSD

post hoc tests on Prism 6 software. The threshold of significance (p) was

fixed at 0.05.

3. Results

3.1. Overexpression of cerebral epo in tg21 mice did not alter the fictive

breathing response to CO2-induced acidosis

The neural activity from the C4 root was recorded in brainstem–sp-

inal cord preparations of control and Tg21 mice. The basal activity was

not different between strains. Moreover, while the CO2-induced acido-

sis/hypercapnia stimulus significantly increased the fictive breathing

frequency and neural ventilation (but not amplitude) in preparations of

both strains (frequency: WT-Tg21 from 5.8 ± 0.7 to 10.8 ± 0.4; Tg21

from 6.2 ± 0.3 to 9.7 ± 0.6 & neural ventilation: WT-Tg21 from

100.0 ± 11.8 to 193.5 ± 15.1; Tg21 from 100.0 ± 6.2 to

155.4 ± 9.1), no significant differences in fictive breathing frequency,

amplitude or neural ventilation were observed between control and

Tg21 groups (Fig. 1A–D).

3.2. Abnormally low expression of cerebral epo in Epo-TAgh mice did not

alter the fictive breathing response to metabolic acidosis

Recordings of brainstem-spinal cord C4 root activity from control

and Epo-TAgh mice under basal conditions did not show differences

between groups. Furthermore, the metabolic-induced acidosis signifi-

cantly increased the fictive breathing frequency and neural ventilation

(but not amplitude) in preparations of both strains without differences

between control and Epo-TAgh mice (frequency: WT- Epo-TAgh from

5.6 ± 0.5 to 9.1 ± 1.3; Epo-TAgh from 6.9 ± 1.3 to

10.1 ± 1.6 & neural ventilation: WT- Epo-TAgh from 108.8 ± 13.1

to 172.8 ± 26.6; Epo-TAgh from 100.0 ± 21.2 to 150.3 ± 29.4)

(Fig. 2A–D).

3.3. The pharmacological inhibition of neural epo signalling decreases the

fictive breathing response to CO2-induced acidosis

The pharmacological inhibition of neural Epo signalling in brain-

stem-spinal cord preparations of Tg21 mice was performed by using

sEpoR or inhibitors of ERK/Akt. While baseline fictive breathing

frequency, amplitude and neural ventilation activity were not altered,

exposure to CO2-induced acidosis/hypercapnia resulted in a significant

decrease of the neural ventilation (Tg21-sEpoR: from 100.0 ± 20.6 to

111.7 ± 41.1; & Tg21-ERK/Akt inhibitors: from 100.8 ± 23.8 to

112.3 ± 20.3) (Fig. 3A–D). This effect of CO2-induced acidosis/

hypercapnia was due to a significant decrease of the amplitude

(Tg21-sEpoR: from 100.0 ± 17.1 to 47.4 ± 11.0; & Tg21-ERK/Akt

inhibitors: from 104.6 ± 10.6 to 54.9 ± 8.4) (Fig. 3C), rather than

fictive breathing frequency (Tg21-sEpoR: from 4.3 ± 0.21 to

10.0 ± 1.7; & Tg21-ERK/Akt inhibitors: from 4.3 ± 0.8 to

8.4 ± 1.0) (Fig. 3B).

4. Discussion

In the present study we have investigated the potential impact of

Epo in the regulation of central chemosensory stimulation (by CO2/H
+)

in 4 day old mice (P4). The fictive breathing of brainstem-spinal cord

preparations was recorded by using the “en bloc” electrophysiology

technique (Suzue, 1984). In line with previous investigations made at

later stages of development (Ballot et al., 2015b; Laouafa et al., 2016a),

we found that at P4 (i) Epo overexpression in the brain of transgenic

Tg21 mice does not alter the central ventilatory drive response to CO2-

induced acidosis/hypercapnia, (ii) cerebral Epo deficiency in Epo-TAgh

mice does not alter the central ventilatory drive response to metabolic

acidosis. Remarkably however, (iii) both the antagonization of endo-

genous neural Epo (by sEpoR) and the blockade of Epo’s molecular

pathway (by inhibitors of ERK and Akt), significantly decreases the

central ventilatory drive response to CO2/H
+.

Our studies were performed in mice at postnatal age P4. Apart from

technical considerations showing that superfusion of brainstem-spinal

cord preparations of animals older than P4 becomes inefficient, this age

was chosen because we previously reported that, at P4, Epo alters the

fictive ventilation generated by the central respiratory command of WT

(Khemiri et al., 2011), and Tg21 (Caravagna et al., 2014) mice.

Moreover, while Epo overexpression in Tg21 mice is already present

at P1 (Caravagna et al., 2015), the expression of its receptor (EpoR)

decreases from postnatal ages P7 to P15, most probably due to

compensatory downregulation resulting from Epo overstimulation

(Caravagna et al., 2015). In fact, in vivo ventilatory responses of Tg21

mice at these ages was reduced or unchanged in comparison to control

animals (Caravagna et al., 2015).

Three key observations encouraged us to perform this study: (i) the

stimulation of central CO2/H
+ chemoreceptors at early ages is essential

for breathing (Ramanantsoa et al., 2011), (ii) the central sensitivity to

CO2/H
+ during the maturation of the mammalian respiratory network

is age-dependent (Abu-Shaweesh et al., 1985; Bissonnette and Knopp,

2004; Frantz et al., 1976; Putnam et al., 2005; Rigatto et al., 1975), and

(iii) Epo has a strong impact on the development and maturation of the

neural control system (Juul et al., 1998; Kumral et al., 2011; Shingo

et al., 2001). Accordingly, in the present study we wanted to investigate

whether cerebral Epo modulates the central ventilatory response to

CO2/H
+ at ages earlier than P10. Interestingly, our results suggested
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that the role of cerebral Epo in the control of central chemosensitivity is

more complex than initially thought. Previous studies investigating the

impact of cerebral Epo in the neural control of central chemosensitivity

to CO2/H
+ were performed in freely behaving animals. Using adult

Tg21 mice we observed no changes in the ventilatory response to CO2

stimulation compared to control animals (Laouafa et al., 2016a).

Similar results were obtained (both at adult and P10 ages), by using

WT mice receiving intra-cisternal injection of the natural antagonist of

Epo (the sEpoR) (Ballot et al., 2015a,b). Our current results, obtained in

brainstem-spinal cord preparations of P4 mice, are in line with these

previous findings as no changes in the ventilatory response to CO2/H
+

were observed both in Epo- overexpressing (Tg21) and in Epo-deficient

(Epo-TAgh) mice. Interestingly however, when the Epo/sEpoR ratio was

altered (by incubating preparations with sEpoR for 1 h), the fictive

ventilation of Tg21 mice in response to CO2 was blunted. These results

suggest that the Epo/sEpoR ratio is an important modulating factor for

breathing regulation. Moreover, these results and those previously

reported (Ballot et al., 2015b; Laouafa et al., 2016b) imply that the

impact of altering the Epo/sEpoR ratio in mice is age-dependent, with

an impact at P4, but not at P10 or in adults. These findings also suggest

that when the level of cerebral Epo is genetically modified (as occurring

in Tg21 and Epo-TAgh mouse strains), such changes should also induce

a compensatory change in the expression levels of Epo’s natural

regulator (the sEpoR), which (at least in part) may obscure Epo’s actual

impact in neural system regulation.

Apart from age, it is also important to consider that a hyperadditive

central-peripheral effect exists in ventilatory regulation during CO2

stimulation (Smith et al., 2015). Experiments performed in dogs

showed that peripheral chemoreceptors (over a wide range of PCO2)

determine the sensitivity of central chemoreceptors to CO2 (Smith et al.,

2015). These findings suggest that the apparent absence of cerebral

Epo-related modulation of the hypercapnic ventilatory response (at P10

and adult ages) may actually be a consequence of peripheral CO2

stimulation. As the current experiments were performed in isolated

brainstem-spinal cord preparations, our observations avoid the con-

founding impacts of carotid body stimulation and restrict our observa-

tions to central regulation. Supporting this hypothesis, we recently

showed in adult rats that the microinjection of Epo in the locus

coeruleus (LC) induced a transient attenuation of the hypercapnic

ventilatory response (Silva et al., 2017). Furthermore, the regulation

of CO2/H
+ chemosensing is a multi-localized function in the brainstem

involving numerous structures, including the ventrolateral medullary

surface, the nucleus tractus solitarii (NTS), the retrotrapezoid-parafa-

cial respiratory group (RTN-pFRG), the raphe, and the pre-Bötzinger

complex (PBC) (Biancardi et al., 2008; de Carvalho et al., 2010; Li et al.,

1999; Loeschcke, 1982; Nattie, 1999; Nattie and Li, 2009; Nattie and Li,

2002; Richerson, 2004). Indeed, the expression of Epo and its receptor

has been reported for several of these structures (Soliz et al., 2005). In

this context, the medullary catecholaminergic centers (present in our en

bloc preparations) are good candidates because they are known to

increase inhibitory or decrease stimulatory inputs in the brainstem

(Blanchi et al., 2003). Moreover, while catecholaminergic cell groups

Fig. 1. Overexpression of cerebral Epo in Tg21 mice does not alter the fictive breathing response to CO2-induced acidosis.(A) Electrophysiological recordings of C4 ventral root activity

illustrating the central respiratory drive of P4 brainstem-spinal cord preparations from WT-Tg21 and Tg21 mice exposed to basal and CO2-induced acidosis conditions. Histograms

showing the mean value of (B) frequency (fR), (C) amplitude (Amp) relative to baseline, and (D) neural ventilation (neural VE) relative to baseline (C). Results are expressed as

mean ± SEM. *p < 0.05 CO2-induced acidosis vs. baseline.
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do not modulate basal responses, they are the main regulators of

ventilation upon hypoxic and hypercapnic stimulation (Hilaire et al.,

2004; Soliz et al., 2005; Soulage et al., 2004; Soulage et al., 2003). This

fact might explain why we do not observe changes in the basal fictive

ventilation in the present study. Moreover, catecholaminergic activity

induced by hypoxia (increased in the pons and decreased in the

medulla) has been reported in adult Tg21 mice (Soliz et al., 2005).

Our results also show that the inhibition of ERK/Akt diminishes

hypercapnic fictive breathing by blunting the amplitude rather than the

burst frequency. However, apart from being implicated in the molecular

pathway activated by Epo (Caravagna and Soliz, 2015), ERK/Akt are

also molecules involved in major processes accomplishing a wide

variety of neural tasks, including glucose metabolism (Engelman

et al., 2006), cellular apoptosis and survival (Teng et al., 2014),

differentiation (Chan et al., 2013), neural proliferation and migration

(Dey et al., 2005), neuroprotection (Zhang et al., 2015), neurodegen-

eration (Fang et al., 2015), and synaptic signalling (Yoshii and

Constantine-Paton, 2014). Moreover, ERK/Akt in brain tissue partici-

pates in the modulation of dopaminergic (Beaulieu et al., 2006),

muscarinic (Rosenblum et al., 2000), adrenergic (Taraviras et al.,

2002), serotonergic (Cowen, 2007), GABAergic (Balasubramanian

et al., 2004) and adenosinergic (Wiese et al., 2007) neurotransmission.

As such, our results are currently limited to explain whether apart from

the Epo molecular pathway, ERK/Akt modulates the hypercapnic fictive

breathing by affecting other mechanisms.

In conclusion, our results show that stimulation of fictive breathing

by CO2/H
+ is not affected in transgenic mice overexpressing Epo

(Tg21) or showing neural Epo defiency (EpoTAgh), but that the

pharmacological increase of sEpoR and inhibition of ERK/Akt produce

a drastic reduction of the CO2-induced/hypercapnic response in

brainstem-spinal cord preparations of mice at birth. These important

results suggest that more than the variation of Epo levels, the Epo/

sEpoR ratio is an important modulating factor for breathing regulation.

These data open up clinical perspectives based on the use of Epo drugs

at birth in hypoventilation cases.
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1. Résumé 

Les souris déficientes en érythropoïétine présentent une augmentation de la 
réponse ventilatoire lors d’une hypercapnie associée à des changements de 
l’activation de structures respiratoires bulbaires 

Objectifs 

Déterminer si une déficience chronique en Epo chez l’adulte modifie le réseau neuronal 
respiratoire bulbaire activé par un challenge CO2/H+

 et en conséquence, la réponse ventilatoire 

au CO2/H+
 en comparaison à des souris sauvages afin d’étudier l’implication de l’Epo dans la 

réponse ventilatoire au CO2/H+
. 

Contexte scientifique 

δ’érythropoïétine (Epo) est une glycoprotéine connue pour jouer un rôle clé dans 

l'érythropoïèse en assurant la production et la maturation des lignées cellulaires qui donnent les 

érythrocytes (Bunn, 2013). Cependant, l’Epo est également une cytokine aux effets 

pléiotropiques avec des actions non-érythropoïétiques dont les effets protecteurs sont 

remarquables. En effet, son expression et celle de son récepteur Epo-R ont été détectés dans de 

nombreux tissus et en particulier au niveau du système nerveux central et périphérique (Rabie 

& Marti, 2008, Pichon et al., 2016) où l’Epo semble intervenir positivement dans les 
phénomènes de neuroprotection et de neurogenèse (Yu et al., 2002, Sattler et al., 2004, Chen 

et al., 2007).  

δ’Epo s’avère être aussi impliquée dans le contrôle de la ventilation. En effet, il a été 

démontré que l’Epo était impliquée dans la ventilation en normoxie et dans la modulation de la 
ventilation en réponse à l’hypoxie (Macarlupu et al., 2006, Soliz et al., 2007b, Yalcin et al., 

2007, Khemiri et al., 2012, Voituron et al., 2014, Ballot et al., 2015a, Caravagna & Soliz, 2015, 

Caravagna et al., 2015, Pichon et al., 2016). Ces observations sont à mettre en lien avec la 

présence d'Epo-R dans les principales structures respiratoires périphériques et centrales qui 

régulent la respiration en hypoxie (Soliz et al., 2005). Sachant que la régulation de la réponse 

ventilatoire au CO2/H+ dépend également d’une partie de ces structures respiratoires (Feldman 

et al., 2003, Guyenet et al., 2005b, Nattie & Li, 2006, Guyenet & Bayliss, 2015b), l’Epo pourrait 
intervenir de manière similaire sur la modulation de la réponse ventilatoire à l’hypercapnie. La 

possibilité de l’implication de l’Epo dans la modulation de la CCR lors d’une hypercapnie 

s’avère tout à fait intéressante, notamment dans la perspective d’une éventuelle piste 

thérapeutique visant à la correction pharmacologique de pathologies neuro-respiratoires 

caractérisées par l'absence ou la réduction importante de la chémosensibilité au CO2/H+ tels que 

les CHS (Weese-Mayer et al., 2010, Ramanantsoa et al., 2011). 
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Des études récentes ont tenté de déterminer l’implication de l’Epo sur la modulation de 
la réponse ventilatoire hypercapnique et n'aboutissent pas à un consensus (Ballot et al., 2015b, 

Khemiri et al., 2016, Laouafa et al., 2016, Menuet et al., 2016, Laouafa et al., 2017, Silva et 

al., 2017). D’un côté la surexpression centrale et plasmatique chronique d’Epo et/ou l’injection 
aigüe d’Epo au niveau central chez des animaux adultes et juvéniles diminue la réponse 

ventilatoire à l’hypercapnie comparativement à des animaux sauvages (Menuet et al., 2016, 

Silva et al., 2017). De l’autre, la sous- et sur- expression chronique centrale d’Epo et/ou la 
diminution pharmacologique centrale d’Epo endogène en post-natal n’induit pas de 
modification de la réponse ventilatoire à l’hypercapnie par rapport à des animaux sauvages 
(Ballot et al., 2015b, Laouafa et al., 2017).  

Compte tenu de toutes ces données, nous avons formulé l’hypothèse que la chronicité 
de la déficience en Epo chez l’adulte pourrait modifier l’activité des structures neuronales 
respiratoires impliquées dans la réponse ventilatoire à l’hypercapnie et donc induire des 

changements dans l’adaptation ventilatoire à l’hypercapnie. Nous nous sommes concentrés sur 

l’identification des populations neuronales activées par le stimulus CO2/H+ chez des souris 

adultes présentant un déficit chronique en Epo, les souris Epo-TAgh, parallèlement à l'analyse 

de leur réponse ventilatoire à l’hypercapnie. Comme les principaux sites chémosensibles au 

CO2/H+ à savoir le RTN/pFRG et les neurones sérotoninergiques des raphés bulbaires sont 

situés dans le bulbe rachidien (Mulkey et al., 2004, Hodges & Richerson, 2008, Guyenet et al., 

2013, Teran et al., 2014, Kumar et al., 2015, Ruffault et al., 2015), nous avons décidé de centrer 

nos investigations au niveau bulbaire. 

Résultats et discussion 

- Caractérisation du phénotype ventilatoire des souris Epo-TAgh en hypercapnie 

δa ventilation en normocapnie n’est pas modifiée chez les souris Epo-TAgh par rapport 

aux souris témoins. En revanche, la réponse ventilatoire à l’hypercapnie des souris Epo-TAgh 

est significativement plus importante que celle des souris témoins. Chez les souris sauvages, 

l’hypercapnie induit une augmentation de la V̇E due à une augmentation du VT mais pas de la fR 

comme cela est décrit dans la littérature (Ohashi et al., 2013). Chez les souris Epo-TAgh, 

l’hypercapnie induit une augmentation du V̇E significativement plus importante que chez les 

souris sauvages, résultant d’une augmentation à la fois du VT et de la fR. La contribution 

supplémentaire de la fR chez les Epo-TAgh suggère un effet possible du déficit en Epo sur la 

CCR au cours de l'hypercapnie lié à une modification du réseau respiratoire bulbaire activé par 

le stimulus CO2/H+.  

- Détermination des structures bulbaires impliquées dans la réponse ventilatoire à 
l’hypercapnie chez les souris Epo-TAgh 
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L’expression normocapnique basale de c-fos dans les structures respiratoires bulbaires 

est similaire entre les souris Epo-TAgh et sauvages. Après exposition à l’hypercapnie, un effet 
différentiel selon la souche de souris a été observé sur l’activation de structures respiratoires 

bulbaires, soutenant l’hypothèse avancée de la plasticité du réseau neuronal respiratoire.  

Chez les souris sauvages, nous avons observé principalement une augmentation de 

l’activité neuronale dans le cNTS, le mNTS, la rVδε et le RTN/pFRG suite à une hypercapnie, 
conformément à ce qui peut être observé classiquement dans la littérature. 

Chez les Epo-TAgh, nous n’avons pas observé d’augmentation d’expression de c-fos au 

niveau du cNTS et du mNTS en hypercapnie, ce qui suggère que la déficience en Epo ait pu 

d’une part altérer le fonctionnement des corps carotidiens car le NTS est décrit comme le site 
majeur recevant les projections des afférences des chémorécepteurs périphériques (Torrealba 

& Claps, 1988a, Finley & Katz, 1992) et qu’elle ait pu d’autre part exercer un effet direct sur 

le fonctionnement des neurones du NTS, les rendant incapables d’intégrer les informations 

provenant des corps carotidiens. Par conséquent, l'absence d'activation des neurones du cNTS 

et du mNTS à la suite d’un stimulus hypercapnique chez les souris Epo-TAgh suggère que la 

déficience chronique en Epo affecte soit le fonctionnement des corps carotidiens et/ou 

l'intégration des informations provenant des chémorécepteurs périphériques. L'augmentation 

du nombre de cellules c-FOS-positives dans le RTN/pFRG en hypercapnie était moins 

importante chez les souris Epo-TAgh que chez les souris sauvages. Le RTN/pFRG est un des 

sites majeurs de la chémoréception centrale au CO2/H+ (Mulkey et al., 2004, Guyenet et al., 

2013, Kumar et al., 2015, Ruffault et al., 2015), suggérant ainsi une altération de la 

chémoréception centrale chez les Epo-TAgh. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons 

apprécié le nombre de neurones exprimant Phox2B, ces neurones étant connus pour jouer un 

rôle majeur dans la chémoréception centrale au CO2/H+ du RTN/pFRG (Gestreau et al., 2010, 

Wang et al., 2013c, Guyenet & Bayliss, 2015b, Ruffault et al., 2015). Nous avons alors observé 

un nombre global de neurones marqués similaire entre les sauvages et les Epo-TAgh. La faible 

proportion de neurones exprimant c-fos chez les souris Epo-TAgh ne peut donc pas être associée 

à un déficit de neurones exprimant Phox2B, ce qui suggère plutôt une modification dans leur 

fonctionnement comme par exemple une réduction de leur sensibilité au CO2/H+. Les 

mécanismes moléculaires sous-tendant les propriétés de chémoréception des neurones du 

RTN/pFRG impliquent en partie les canaux TASK-2 et le récepteur GPR4 (Kumar et al., 2015). 

δ’Epo pourrait interagir avec ses acteurs de la chémoréception même s’il n’existe à ce jour pas 
de données de la littérature sur l’interaction entre l’Epo et les détecteurs de protons moléculaires 
GPR4 ou TASK. Une déficience en Epo pourrait donc altérer la chémoréception centrale au 

CO2/H+. Cependant, une autre théorie met en jeu un mécanisme de stimulation paracrine des 

neurones RTN/pFRG par les astrocytes (Gourine et al., 2010). En effet, les cellules gliales 

présentes à la surface ventrale du bulbe peuvent être dépolarisées par une acidification et 

seraient ensuite capables d’activer les neurones du RTN/pFRG via une libération d’ATP, 

entrainant la propagation des vagues calciques astrocytaires. La déficience en Epo pourrait 
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affecter le couplage entre les astrocytes et les neurones du RTN/pFRG. À l’appui de cette 
hypothèse, il a été démontré que l’Epo régule la propagation de l’influx calcique dans les 

cellules (Korbel et al., 2004). Il est donc possible que la déficience en Epo altère la capacité des 

astrocytes à exciter les neurones RTN/pFRG. Enfin, les souris Epo-TAgh ont montré une 

augmentation de l'expression de c-fos induite par l'hypercapnie dans les noyaux des raphés 

bulbaires pallidus et magnus (RPa et RMg), alors que les souris WT n'ont pas montré une telle 

augmentation. Dans le RPa, une partie importante des cellules c-FOS-positives était également 

immunoréactive pour la sérotonine, ce qui s’accorde avec l'idée que les neurones 

sérotoninergiques des raphés bulbaires jouent un rôle important dans la chémosensibilité 

centrale au CO2/H+ (Iceman et al., 2013, Teran et al., 2014). En revanche, les cellules c-FOS 

positives du RMg n'étaient pas sérotoninergiques. Cependant il a été démontré qu'un groupe de 

neurones non sérotoninergiques était stimulé par le CO2 dans les raphés bulbaires (Iceman & 

Harris, 2014). Ainsi, il est possible que les neurones des raphés bulbaires n’exprimant pas la 

sérotonine soient impliqués dans la réponse ventilatoire à l’hypercapnie des souris Epo-TAgh. 

Les souris Epo-TAgh semblent avoir développé des mécanismes compensatoires pour répondre 

de manière physiologique à l'hypercapnie, tel que le développement d’une plasticité au sein du 

réseau neuronal impliqué dans la réponse ventilatoire à l'hypercapnie. 

Conclusion 

Nous avons observé que la déficience chronique en Epo affecte à la fois le schéma de 

réponse ventilatoire à l'hypercapnie et le réseau respiratoire bulbaire activé par CO2/H+ au stade 

adulte. Nos données histologiques suggèrent que l'augmentation de la réponse ventilatoire à 

l’hypercapnie chez les souris Epo-TAgh par rapport aux souris sauvages impliquerait le 

recrutement de zones chémosensibles silencieuses chez les sauvages, à savoir les neurones 

sérotoninergiques et non sérotoninergiques chémosensibles des noyaux des raphés bulbaires. 

Ce recrutement serait suffisant pour contrer d’une part une diminution de l'activation de la 

région du RTN/pFRG, site principal de chémoréception centrale au CO2/H+ et d’autre part 
l’absence d’activation du NTS, principal lieu d’intégration des afférences périphériques 

traduisant l’inactivation de la voie impliquant les chémorécepteurs périphériques. 

Naturellement, d'autres zones chémosensibles au CO2/H+ situées dans des régions supra-

bulbaires telles que le locus coeruleus et l'hypothalamus caudal (Dillon & Waldrop, 1993, Horn 

& Waldrop, 1994, Nattie, 1999) pourraient également intervenir dans le phénomène 

compensatoire observé lors de la réponse ventilatoire des souris Epo-TAgh et des investigations 

supplémentaires sont nécessaires afin de rechercher leur implication dans la chémosensibilité 

centrale des souris Epo-TAgh. Cependant, avec ou sans intervention de structures supra-

bulbaires, nos données suggèrent que la déficience chronique en Epo entraine une 

réorganisation du réseau neuronal bulbaire impliqué dans la réponse ventilatoire à 

l’hypercapnie. Ce remodelage du réseau respiratoire bulbaire pourrait être lié à un phénomène 
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de plasticité neuronale induit par l’Epo, comme cela a déjà été montré lors de la sous- ou sur- 

expression chronique d’Epo (Kamal et al., 2011, Voituron et al., 2014, Almaguer-Melian et al., 

2015, Kimakova et al., 2017). Cette hypothèse est particulièrement intéressante en ce qui 

concerne les pathologies neuro-respiratoires telle que le CCHS caractérisé par une perte ou une 

diminution importante de la sensibilité au CO2/H+ et soutient la poursuite des investigations au 

niveau central sur l’implication de l’Epo dans la réponse ventilatoire à l'hypercapnie. 
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Abstract  29 

Erythropoietin (Epo) and it’s receptor are expressed in central respiratory areas. We 30 

hypothesized that chronic Epo deficiency alters the functioning of central respiratory 31 

areas and thus the respiratory adaptation to hypercapnia depending on structures of 32 

the medulla oblongata. The hypercapnic ventilatory response (HcVR) was evaluated 33 

by whole body plethysmography in wild type (WT) and Epo deficient (Epo-TAgh) adult 34 

male mice under 4%CO2. Epo-TAgh mice showed a larger HcVR than WT mice 35 

because of an increase in both respiratory frequency and tidal volume whereas WT 36 

mice only increased their tidal volume. Functional histological approach revealed 37 

changes in CO2/H
+-activated cells between Epo-TAgh and WT mice possibly 38 

associated with brain plasticity. First, Epo-TAgh mice showed a less important 39 

hypercapnic increase in c-FOS-positive number of cells in the retrotrapezoid 40 

nucleus/parafacial respiratory group than WT, and this, independently of changes in 41 

the number of PHOX2B-expressing cells. Second, we did not observe in Epo-TAgh 42 

mice the hypercapnic increase in c-FOS-positive number of cells in the nucleus of the 43 

solitary tract present in WT mice. Finally, whereas hypercapnia did not induce an 44 

increase in the c-FOS-positive number of cells in medullary raphe nuclei in WT mice, 45 

chronic Epo deficiency conduced to the observation of hypercapnic activated cells in 46 

raphe pallidus and magnus nuclei, with an important part of c-FOS positive cells 47 

displaying an immunoreactivity for serotonin in the raphe pallidus nucleus. All of 48 

these elements suggest that chronic Epo-deficiency affects both the pattern of 49 

ventilatory response to hypercapnia and associated medullary respiratory network at 50 

adult stage. 51 
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 53 

Highlights 54 

• Epo-deficiency led to high ventilatory response to hypercapnia associated with 55 

a modified ventilatory pattern 56 

• Epo-deficiency altered the CO2/H
+-activated network of the medulla oblongata 57 

• Epo-deficiency reduced the hypercapnic activation of retrotrapezoid 58 

nucleus/parafacial respiratory group neurons 59 

• Epo-deficiency impacted the hypercapnic cells activation in the nucleus of the 60 

solitary tract 61 

• Epo-deficiency favoured the hypercapnic cell activation in raphe pallidus and 62 

magnus nuclei 63 
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Keywords: erythropoietin, central CO2/H
+-activated cells, hypercapnia, 65 

retrotrapezoid nucleus/parafacial respiratory group, serotoninergic cells 66 

 67 

Abbreviations 68 

7N, facial nucleus; Epo, erythropoietin; EpoR, erythropoietin receptor; fR, respiratory 69 

frequency; Hc, hypercapnia; HcVR, hypercapnic ventilatory response; NK1-R, 70 

neurokinin-1 receptor; NOS, nitric oxide systems; cNTS, commissural part of the 71 

nucleus of the solitary tract; mNTS, medial part of the nucleus of the solitary tract; 72 

vlNTS, ventrolateral part of the nucleus of the solitary tract; PHOX2B, paired-like 73 

homeobox 2b; RMg, raphe magnus nucleus; ROb, raphe obscurus nucleus; RPa, 74 

raphe pallidus nucleus; RTN/pFRG, retrotrapezoid nucleus/parafacial respiratory 75 

group; V̇E , minute ventilation; cVLM, caudal ventrolateral reticular nucleus of the 76 

medulla; rVLM, rostral ventrolateral reticular nucleus of the medulla; VMS, ventral 77 

medullary surface; VT, tidal volume. 78 

  79 



 4 

Acknowledgements 80 

The authors acknowledge Patricia Quidu for technical support and Samira Varela 81 

and Sonia Varela for their support in Animal Care. 82 

 83 

Funding 84 

This work was supported by the “Relations Internationales”, the “Bonus Qualité 85 

Recherche” and the “Institut Fédératif de Recherche Biomédicale” programs of the 86 

University Paris 13. This work was also supported by a Legs Poix grant (NV, n°1022) 87 

and ECOS-SUD program (N.V. action n°C16S03, and R.D.L. PROGRAMA DE 88 

COOPERACIÓN CIENTÍFICA ECOS-CONICYT C16S03.). FJ was supported by a 89 

Laboratory of Excellence GR-Ex fellowship. The Laboratory of Excellence GR-Ex 90 

(ANR-11-LABX-0051) was funded by the program “Investissement d’avenir” of the 91 

French National Research agency (ANR-11-IDEX-0005-02). 92 

  93 



 5 

Introduction 94 

The glycoprotein erythropoietin (Epo) is known to play a key role in 95 

erythropoiesis and insufficient Epo production in adult induce well-know blood 96 

defects, mostly due to the damage of Epo-producing cells or suppression of Epo 97 

production by inflammatory cytokines (Bunn, 2013). It is also established that Epo 98 

exerts other functions in agreement with the fact that Epo and its receptor EpoR have 99 

been detected in many tissues (Rabie and Marti, 2008, Pichon et al., 2016). Notably, 100 

Epo and EpoR has been reported to be efficient at the level of the central nervous 101 

system in both the normal brain development or protective effect in pathologies such 102 

as multiple sclerosis or epilepsy (Yu et al., 2002, Sattler et al., 2004, Chen et al., 103 

2007, Kondo et al., 2009). In such idea, it has been reported that Epo deficiency 104 

produces deep alterations in the normoxic expression of hypoxia-related genes in the 105 

brain (El Hasnaoui-Saadani et al., 2009, Pichon et al., 2016). As such, basal level of 106 

hypoxia inducible factors, vascular endothelial growth factor, glucose transporter 1, 107 

erythropoietin receptor (EpoR), and endothelial, neural and inducible NOS were 108 

drastically augmented (El Hasnaoui-Saadani et al., 2009).  109 

Several studies have been interested in influence of Epo in the control of 110 

breathing. Brain Epo has been shown to modulate both the basal ventilation and the 111 

hypoxic ventilatory response (Macarlupu et al., 2006, Soliz et al., 2007, Yalcin et al., 112 

2007, Khemiri et al., 2012, Voituron et al., 2014, Ballot et al., 2015a, Caravagna et 113 

al., 2015, Caravagna and Soliz, 2015, Pichon et al., 2016). These observations can 114 

be related with the presence of EpoR in the main peripheral and central respiratory 115 

areas that regulate breathing (Soliz et al., 2005). On the basis of these data, keeping 116 

in mind that the CO2/H
+ regulation of breathing mainly depends on brainstem 117 

structures (Feldman et al., 2003, Guyenet et al., 2005, Nattie and Li, 2006a, Guyenet 118 

and Bayliss, 2015), recent studies aimed to determine if Epo modulates the 119 

hypercapnic ventilatory response to CO2 (HcVR). To search for an influence of Epo in 120 

HcVR is relevant because the central CO2/H
+ chemosensitivity is essential. Indeed, 121 

absence or drastically reduction of the CO2/H
+ sensitivity leads to neurorespiratory 122 

disease named central hypoventilations syndromes such as Ondine’s curse (Weese-123 

Mayer et al., 2010, Ramanantsoa et al., 2011). Conclusions of the few studies 124 

conducted on this topic do not reach consensus (Ballot et al., 2015b, Khemiri et al., 125 

2016, Laouafa et al., 2016, Menuet et al., 2016, Laouafa et al., 2017, Silva et al., 126 
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2017). Menuet and collaborators reported a decrease in HcVR in adult transgenic 127 

mice over-expressing brain Epo suggesting that an excess of Epo limits the CO2/H
+ 128 

respiratory response (Menuet et al., 2016). This observation is in agreement with a 129 

study using exogenous supply of Epo in the brainstem of juvenile rat (Silva et al., 130 

2017), but it is opposed with others works (Ballot et al., 2015b, Laouafa et al., 2016, 131 

Laouafa et al., 2017). In particular, it is surprising that transgenic newborn mice 132 

showing either a chronic deficient-expression of brain EPO or a pharmacologically-133 

induced decrease in brain Epo do not show an increase in HcVR (Ballot et al., 2015b, 134 

Laouafa et al., 2017). We hypothesized that chronic life-long Epo deficiency is 135 

necessary to induce changes in the central CO2/H
+-activated cells, and thus to 136 

observe an enhancement of the HcVR in accordance with the conclusion of Menuet 137 

and collaborators (Menuet et al., 2016). Changes in central CO2/H
+-activated cells 138 

induced by chronic Epo deficiency are supported by the recognized link between 139 

neuronal plasticity phenomenon and over- or deficient-expression of Epo (Kamal et 140 

al., 2011, Voituron et al., 2014, Almaguer-Melian et al., 2015, Kimakova et al., 2017). 141 

Considering all these data, we searched for changes in the central CO2/H
+-activated 142 

cells in chronic Epo deficient (Epo-TAgh) adult mice in parallel with the analysis of 143 

their HcVR. Because the major CO2/H
+-chemosensitive sites, retrotrapezoid 144 

nucleus/parafacial respiratory group (RTN/pFRG) and medullary raphe 145 

serotoninergic neurons are located within the medulla oblongata (Mulkey et al., 2004, 146 

Hodges et al., 2008, Guyenet et al., 2013, Teran et al., 2014, Kumar et al., 2015, 147 

Ruffault et al., 2015), we decided to focus our investigations at the medullary level. 148 
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Experimental procedures 150 

Ethical approval 151 

Experimental protocols were approved by the Ethics Committee for Animal 152 

Experiment Charles Darwin and the French ministry of research (Ce5/2011/05 and 153 

APAFIS#8192), done in accordance with the European Communities Council 154 

Directive of September 22, 2010 (2010/63/EU) for animal care, and conducted in 155 

accordance with the French legislation for animal care. 156 

Animals and procedures 157 

All experiments were performed in in-house bread wild type (WT, n=47) and 158 

Epo-TAgh (n=45) male adult littermates (≈ 10 weeks) from Bl6/CBA strain. Mean 159 

body weight and temperature were 30.4 ± 3.3 g / 35.3 ± 1.6 °C for WT mice and 29.7 160 

± 4.0 g / 35.0 ± 1.0 °C for Epo-TAgh mice respectively. Epo-TAgh mice present a 161 

targeted disruption in the 5’ untranslated region of the Epo gene that reduces the 162 

whole body Epo expression (Binley et al., 2002) leading to plasma and brain Epo 163 

concentrations approximately at around 50 pg/ml and 0.10 pg/mg respectively 164 

(around 150 pg/ml and 0.40 pg/mg for plasma and brain Epo concentration 165 

respectively in WT) (El Hasnaoui-Saadani et al., 2009). Haemoglobin concentration 166 

and haematocrit were approximately 7 g/dl and 16-20% in Epo-TAgh mice 167 

(approximately 17 g/dl and 38-40% in WT) (El Hasnaoui-Saadani et al., 2013). All 168 

animals were housed in a 12h/12h light/dark cycles at 18-20°C temperature and had 169 

ad libitum access to water and food.  170 

Hypercapnic ventilatory response 171 

Recording of ventilatory variables 172 

In non-anesthetized and unrestrained mice, ventilatory variables were 173 

recorded by whole-body plethysmography (WT n= 25; Epo-TAgh n= 25) (Bartlett and 174 

Tenney, 1970, Voituron et al., 2014). The animal chamber (200ml) was connected to 175 

a differential pressure transducer (model DP 45-18, Validyne Engineering Northridge, 176 

CA, USA), which measured pressure fluctuations within the chamber, relative to a 177 

reference chamber of the same volume. The differential pressure transduced signals 178 

were recorded by Spike 2 data analysis system (CED, Cambridge UK). To avoid 179 
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stress effects on ventilatory variables, mice were habituated in the recording 180 

chamber two or three days before the experiments. To evaluate the acute ventilatory 181 

response to hypercapnia, air was enriched with CO2 gas for 5 min (CO2 4%, O2 21%, 182 

balanced N2). At the beginning, mice were exposed to normoxic conditions for at 183 

least 30 min. Recordings were made under normoxic conditions for the last 10 min to 184 

define control values and then during the last min of hypercapnia. Only periods of 185 

breathing without body movements were analysed. We evaluated respiratory 186 

frequency (fR, cycles.min-1), tidal volume (VT, µl) normalized as the ratio of VT divided 187 

by body weight (VT, µl.g-1) and minute ventilation (V̇E, ml.g-1.min-1). For VT calculation 188 

(determined using Drorbaugh and Fenn’s equation, Drorbaugh and Fenn (1955)) the 189 

rectal temperature was measured just before placing mice in the recording chamber 190 

for normoxic values and just after the end of CO2 exposure for hypercapnic values.  191 

Analyses of ventilatory variables 192 

Values are presented as mean ± standard deviation (SD). Kolmogorov–193 

Smirnov test assessed the normality of distribution. The effects of hypercapnia on 194 

ventilatory variables in male WT and Epo-TAgh mice were evaluated by multivariate 195 

analyses of variance (MANOVA) with Greenhouse and Geisser adjustments. All 196 

analyses were performed with the Statistica software (Stat Soft, Tulsa, USA). 197 

Differences were considered significant when P<0.05. 198 

Analysis of hypercapnia-responding areas of the medulla oblongata 199 

Immunohistological procedures 200 

 To localize medullary areas presenting modifications of activity in response to 201 

hypercapnia, we analysed c-fos expression in WT (n=22) and Epo-TAgh (n=20) mice. 202 

The c-FOS immunodetection is a classic tool used to identify central pathways 203 

involved in specific physiological response that requires minimizing manipulations 204 

that could induce changes of cell activity unrelated to the studied stimulus and a 205 

sufficiently long induction period to induce detectable changes in c-fos expression 206 

(Larnicol et al., 1994, Herdegen and Leah, 1998, Bodineau and Larnicol, 2001, 207 

Okada et al., 2002, Perrin-Terrin et al., 2015). Animals were placed in an airtight box 208 

ventilated with hypercapnic gas mixture (CO2 4%, O2 21% balanced N2; WT, n=12 209 

and Epo-TAgh, n=10) or normocapnic gas mixture (O2 21% balanced N2; WT, n=10 210 
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and Epo-TAgh, n=10) for 2 h. At the end of the hypercapnic or normocapnic period, 211 

mice were deeply anesthetized (pentobarbital, 100mg/kg, i.p.) and transcardially 212 

perfused with saline solution (NaCl 0.9%) and then with 4% paraformaldehyde in 213 

0.1M phosphate buffer (pH7.4). Brain were removed, postfixed in the same fixative 214 

solution for 48h and then cryoprotected in 30% sucrose in 0.1M PBS for 24-48h. 215 

Standard immunohistochemical procedures were used to locate c-FOS on 40 µm-216 

thick coronal free-floating sections of the medulla oblongata obtained using a cryostat 217 

(Leica CM1510S or Leica CM1850UV). 218 

The detection of c-FOS was coupled with that of serotonin (5-219 

hydroxytryptamine, 5-HT) or Glial fibrillary acidic protein (GFAP) to characterize the 220 

cells displaying changes in activity revealed by c-FOS analysis. The detection of 221 

PHOX2B was also used to search for changes between in Epo-TAgh and WT mice at 222 

the level of the main CO2/H
+-sensor of the medulla oblongata, the retrotrapezoid 223 

nucleus/parafacial respiratory group (RTN/pFRG) (Mulkey et al., 2004, Guyenet et 224 

al., 2013, Kumar et al., 2015, Ruffault et al., 2015). 225 

The manufacturer verified the specificity of primary antibodies in all cases and 226 

in addition, control sections were processed in parallel, but with the omission of the 227 

primary or secondary antibodies; we observed no labeling in the absence of the 228 

primary or secondary antibodies. 229 

c-FOS Immunohistochemistry 230 

Sections were placed in 0.1M phosphate-buffer saline solutions supplemented 231 

with 0.3% Triton X-100 and 2% normal goat serum, and then incubated for 48h at 232 

4°C with a rabbit polyclonal antibody against c-FOS (sc-52; Santa Cruz 233 

Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA), diluted 1/2000 in 0.1M phosphate-buffer 234 

saline solution supplemented with 0.3% Triton X-100 and 0.25% bovine serum 235 

albumin. Sections were then incubated for 1h with a biotinylated goat anti-rabbit 236 

immunoglobulin diluted 1/500, and for 1h with an avidin-biotin complex (ABC, 237 

Novostain Super ABC Kit, Novocastra Laboratories, Newcastle, UK). Peroxidase 238 

activity was detected by using VECTOR NovaRED (Substrate Kit for Peroxidase, 239 

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Sections were mounted in sequential 240 

caudo-rostral order on slides, air-dried, dehydrated with absolute alcohol, cleared 241 
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with xylene and coverslipped with mounting medium (Entellan®, VWR International 242 

S.A.S). 243 

5HT and c-FOS double labelling 244 

 5-HT cells of medullary raphe nuclei are considered as important CO2/H
+-245 

chemosensitive sites (Hodges et al., 2008, Teran et al., 2014). In order to determine 246 

the serotoninergic phenotype of hypercapnic activated-cells in medullary midline 247 

raphe, c-FOS and 5HT were both investigated. Sections were first incubated with a 248 

polyclonal rabbit anti-c-FOS primary antibody (sc-253; Santa Cruz Biotechnology 249 

Inc., USA; 1:8000; 48 h at 4°C), then with biotinylated goat anti-rabbit 250 

immunoglobulin (BA-1000; Vector Laboratories, Canada; 1:500) in 1% normal goat 251 

serum supplemented with 0.3% Triton X-100 for 2 h. After 1h with ABC, peroxidase 252 

activity was detected with 0.02% 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride, 0.04% 253 

nickel ammonium sulfate and 0.01% hydrogen peroxide in Tris-HCl buffer (pH 7.6). 254 

Subsequently, sections were incubated first with a polyclonal rabbit anti-5-HT primary 255 

antibody (sc-73024; Santa Cruz Biotechnology Inc., USA; 1:500, 48 h at 4°C), 256 

second with biotinylated goat anti-rabbit immunoglobulin (BA-1000; Vector 257 

Laboratories, Canada; 1:500) in 1% bovine serum albumin for 2 h and then with ABC 258 

for 1h. Peroxidase activity was detected by using VECTOR NovaRED. Sections were 259 

mounted in sequential caudo-rostral order on slides, air-dried, dehydrated with 260 

absolute alcohol, cleared with xylene and coverslipped with mounting medium 261 

(Entellan®, VWR International S.A.S). 262 

GFAP and c-FOS double labelling 263 

 Astrocytes, a well-known source of Epo, are involved in the modulation of 264 

neighbouring neurons at the RTN/pFRG place (Marti et al., 1996, Gourine et al., 265 

2010). In order to determine if the RTN/pFRG hypercapnic c-FOS-positive cells were 266 

astrocytes, double labelling c-FOS and GFAP was performed. Sections were first 267 

incubated with a polyclonal rabbit anti-c-FOS primary antibody (sc-253; Santa Cruz 268 

Biotechnology Inc., USA; 1:2000; 48h at 4°C), then with biotinylated goat anti-rabbit 269 

immunoglobulin (BA-1000; Vector Laboratories, Canada; 1:500) in 1% 1% normal 270 

goat serum supplemented with 0.3% Triton X-100 for 1h. After 1h with ABC, 271 

peroxidase activity was detected with 0.015% 3,3’-diaminobenzidine 272 

tetrahydrochloride, 0.4% nickel ammonium sulfate and 0.01% hydrogen peroxide in 273 
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Tris-HCl buffer (pH 7.6). Subsequently, sections were incubated first with a 274 

polyclonal rabbit anti-GFAP primary antibody (Z0334; Dako, Denmark; 1:1000, 48h at 275 

4°C), second with biotinylated goat anti-rabbit immunoglobulin (BA-1000; Vector 276 

Laboratories, Canada; 1:500) in 1% bovine serum albumin for 1 h at room 277 

temperature and then with ABC for 1h. Peroxidase activity was detected with 0.02% 278 

3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride and 0.01% hydrogen peroxide in Tris-HCl 279 

buffer (pH 7.6). Sections were mounted in sequential caudo-rostral order on slides, 280 

air-dried, dehydrated with absolute alcohol, cleared with xylene and coverslipped with 281 

mounting medium (Entellan®, VWR International S.A.S). 282 

PHOX2B immunohistochemistry 283 

CO2/H
+-activated cells of the RTN/pFRG are described as PHOX2B-positive 284 

(Mulkey et al., 2004, Guyenet et al., 2013, Kumar et al., 2015, Ruffault et al., 2015). 285 

To compare distribution of PHOX2B-positive neurons in RTN/pFRG between WT and 286 

Epo-TAgh mice, sections were incubated with a polyclonal goat anti-PHOX2B 287 

antibody (sc-13226; Santa Cruz Biotechnology Inc., USA; 1:750) in 1% bovine serum 288 

albumin for 48 h at 4°C. Afterward, sections were firstly incubated with a biotinylated 289 

horse anti-goat immunoglobulin (BA-9500; Vector Laboratories, Canada; 1:500) for 290 

2h, and then with ABC in % bovine serum albumin for 2 and 1 h respectively. 291 

Peroxidase activity was detected with 0.02% 3,3’-diaminobenzidine 292 

tetrahydrochloride and 0.01% H2O2 in 0.005M Tris-HCL buffer. Sections were 293 

mounted in sequential caudo-rostral order on slides, air-dried, dehydrated with 294 

absolute alcohol, cleared with xylene and coverslipped with mounting medium 295 

(Entellan®, VWR International S.A.S). 296 

Quantitative analysis of the effect of hypercapnia on the number of c-FOS-positive 297 

cells and their characterization 298 

Sections were examined under a light microscope (Zeiss axioskop, Germany 299 

or Leica DM 2000, Leica Microsystems, Heidelberg, Germany) and regions of 300 

interest were photographed with a digital camera (Q-Imaging Retiga-200R CCD or 301 

Leica DFC450 C, Germany).  302 

We analyzed c-FOS-positive cells in structures of the medulla oblongata 303 

related to the respiratory control and its chemical regulation at high magnification 304 
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(x200) using standard landmarks (Paxinos and Franklin, 2001). The number of c-305 

FOS-positive cells was determined in the nucleus of the solitary tract (NTS), which 306 

includes three subdivisions: commissural (cNTS), medial (mNTS) and ventrolateral 307 

(vlNTS), the medullary raphes nuclei (Raphe Osbcurus nucleus, ROb; Raphe 308 

Pallidus nucleus, RPa and Raphe Magnus nucleus, RMg), the ventrolateral reticular 309 

nucleus of the medulla (VLM), the facial nucleus (n7) and the ventral medullary 310 

surface (VMS). Using standards landmarks (Paxinos and Franklin, 2001, Voituron et 311 

al., 2011), the VMS was sub-divided in two areas corresponding to the retrotrapezoid 312 

nucleus/parafacial respiratory group (RTN/pFRG, under the facial nucleus) and the 313 

parapyramidal area (PP; lateral edge of the pyramidal tract) (Voituron et al., 2011). 314 

The VLM was separated in caudal and rostral parts, cVLM from the pyramidal 315 

decussation to the caudal edge of the lateral paragigantocellular nucleus and rVLM 316 

from the caudal edge of the lateral paragigantocellular nucleus to the caudal edge of 317 

the facial nucleus (Voituron et al., 2011). We localized all of these structures with the 318 

aid of numerous ventral, dorsal, and lateral landmarks to delimit the entire volume of 319 

each structure. 320 

For each analysed area, the mean number of c-FOS-positive cells per section 321 

was calculated on one side for bilateral structures (NTSm, NTSvl, VLM, RTN/pFRG, 322 

PP, RMg and n7) and on the entire area for midline structures (NTSc, RPa, ROb). 323 

Kolmogorov–Smirnov test assessed the normality of distribution. Differences 324 

between mean numbers of c-FOS-positive cells per structure obtained under control 325 

or hypercapnic conditions in WT and Epo-TAgh mice were analysed by multivariate 326 

analyses of variance (MANOVA). Newman Keuls post-hoc tests were used to assess 327 

specific differences between groups. All analyses were performed with the Statistica 328 

software (Stat Soft, Tulsa, USA). Differences were considered significant when 329 

P<0.05. 330 

331 
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Results 332 

 333 

Minute ventilation in normocapnia was not modified in Epo-TAgh compared to 334 

WT mice 335 

Although Epo-TAgh mice displayed a significant increase in VT compared to 336 

WT (~23%; Figure 1Ab), V̇E was not different between WT and Epo-TAgh male mice 337 

in normocapnic condition (Figure 1Ac). 338 

Ventilatory pattern in response to hypercapnia differed between Epo-TAgh and 339 

WT mice 340 

In WT mice, hypercapnia induced a significant increase in VT (~35%; Figure 341 

1Ab, Bb) without change in fR (Figure 1Aa) whereas in Epo-TAgh mice hypercapnia 342 

significantly increased both VT and fR (~34% and ~26%, respectively; Figure 1Aa, 343 

Ab). To note that in absolute values, the VT in Epo-TAgh mice was significantly larger 344 

than in WT mice (Figure 1Ab). As a result of all this, the hypercapnic increase in V̇E 345 

was significantly greater in Epo-TAgh than in WT mice (~68% and ~36%, 346 

respectively; Figure 1Ac). 347 

Medullary areas involved in the HcVR were different between WT and Epo-Tagh 348 

mice 349 

 In normocapnic conditions, we observed basal c-fos expression in most 350 

studied respiratory structures (Table 1). There was no difference in c-fos expression 351 

in baseline condition between WT and Epo-TAgh mice (Table 1, Figure 2Aa, Ba, Ca, 352 

Ac, Bc, Cc).  353 

The hypercapnic exposure led to an increase in c-fos expression in WT mice 354 

in cNTS (~112%), mNTS (~185%), rVLM (~250%) and RTN/pFRG, (~267%) but not 355 

in other analysed medullary areas (Table 1, Figure 2Ab, Bb, Cb).  356 

In Epo-TAgh mice, c-FOS distribution was different from WT mice. No 357 

modification of c-fos expression was found in NTS and VLM (Table 1, Figure 2Cd). 358 

Epo-TAgh mice displayed an hypercapnic increase in the number of c-FOS positive 359 

cells in RPa (~200%) and RMg (~1450%; Table 1, Figure 2Ad). Although no co-360 

labelled cells were observed in the RMg and ROb of both Epo-TAgh and WT mice 361 

(Figure 3Ab, Bd, Ad, Bd), in the RPa, approximately 66% of c-FOS positive cells 362 
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were also immunoreactive for 5-HT in WT mice in hypercapnic conditions (Figure 363 

3Cb) and they were approximately 75% in Epo-TAgh mice (Figure 3Cd). This 364 

observation mainly concerned the rostral part of the RPa (Figure 3C). In addition, we 365 

observed a significant increase in c-fos expression in RTN/pFRG (~200%; Table 1, 366 

Figure 2Bd), but this increase was significantly reduced compared to that observed in 367 

WT mice (Table 1, Figure 2Bb). PHOX2B immunodetection in the RTN/pFRG 368 

suggested that this under-activation did not depend on a smaller number of 369 

PHOX2B-cells in this area in Epo-TAgh mice compare to WT mice (Figure 4). 370 

Besides, the analysis of c-fos and Gfap expression in WT and Epo-TAgh mice didn’t 371 

show any double-labelled cells in the RTN/pFRG (Figure 5). 372 

  373 
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Discussion 374 

We described the CO2/H
+-activated cells in the medulla oblongata in Epo 375 

deficient adult mice by analysing c-FOS protein levels by immunohistochemistry. Our 376 

main finding is that there were differences in the medullary CO2/H
+-activated cells 377 

between Epo-TAgh and their littermate WT mice at the level of major CO2/H
+-378 

chemosensitive sites i.e. RTN/pFRG region and medullary raphe nuclei. These 379 

changes are possibly related with neuronal plasticity phenomenon as already shown 380 

under chronic Epo over- or deficient-expression (Kamal et al., 2011, Voituron et al., 381 

2014, Almaguer-Melian et al., 2015, Kimakova et al., 2017). The changes in CO2/H
+-382 

activated cells observed in Epo-TAgh paralleled with an increase in the HcVR 383 

compare to WT mice. 384 

 385 

Effect of chronic Epo deficiency on ventilatory response to hypercapnia 386 

Our results showed that the ventilatory response to hypercapnia in WT mice is 387 

mainly due to an increase in VT. This result is in line with a previous study, which 388 

suggested that CO2-homeostasis was more regulated by VT than by fR (Ohashi et al., 389 

2013). In contrast, HcVR in Epo-TAgh mice was due to an increase in both VT and fR. 390 

These observations suggest a possible effect of Epo deficiency on ventilatory control 391 

during hypercapnia. It is tempting to think that despite Epo deficiency and/or anemia, 392 

Epo-TAgh mice might have developed compensatory mechanisms to cope with 393 

hypercapnia. Our hypothesis, sustained by our approach of functional 394 

immunohistochemistry, could be that the changes observed in HcVR of Epo-TAgh 395 

mice could be due to plasticity in the neuronal network involved in ventilatory 396 

response to hypercapnia. Indeed, although the baseline normocapnic expression of 397 

c-fos in central respiratory structures was similar between WT and Epo-TAgh mice, 398 

when exposed to hypercapnia, a differential effect of mice strain was observed on the 399 

expression of c-fos in medullary respiratory areas.  400 

 401 

The retrotrapezoid nucleus/parafacial respiratory group displays decreased c-402 

fos expression induced by hypercapnia in Epo deficient mice 403 
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The increase in c-FOS positive cell number in RTN/pFRG under hypercapnia 404 

was lower in Epo-TAgh mice than in WT. As this area is considered as a major 405 

CO2/H
+-chemosensitive site (Mulkey et al., 2004, Guyenet et al., 2013, Kumar et al., 406 

2015, Ruffault et al., 2015) this result suggested a smaller number of CO2/H
+-407 

sensitive neurons in this area. RTN/pFRG CO2/H
+-sensitive neurons are PHOX2B-408 

positive (Gestreau et al., 2010, Wang et al., 2013, Guyenet and Bayliss, 2015, 409 

Ruffault et al., 2015). We thus searched for a decrease in PHOX2B-positive number 410 

of cell in the RTN/pFRG in Epo-TAgh compared to WT, and surprisingly, we found 411 

that Epo-TAgh mice have the same number of PHOX2B-positive neurons, as 412 

compared to WT mice. It was thus not probable that the decrease in hypercapnic c-413 

fos expression in Epo-TAgh mice depended on a loss of PHOX2B-CO2/H+-sensitive 414 

cells in this area. Another possibility is a reduction of the CO2/H+-sensitivity of 415 

RTN/pFRG neurons in Epo-TAgh mice compared to WT. CO2/H+-activation 416 

processes for RTN/pFRG neurons have been associated with direct activation of two 417 

molecular proton detectors, GPR4 and TASK-2 {Kumar, 2015 #64). To date, there no 418 

data of the literature supporting the possibility that Epo interacts with GPR4 or TASK 419 

molecular proton detectors. Paracrine stimulation of RTN/pFRG neurons by 420 

astrocytes having CO2/H
+-sensing properties has also been involved in the 421 

RTN/pFRG neuron activation under hypercapnia (Gourine et al., 2010). Thus, a 422 

possible explanation would be that Epo deficiency affects the coupling between 423 

astrocytes and neurones in this medullary area. In support of this hypothesis, it has 424 

been shown that RTN/pFRG astrocytes responded to physiological decreases in pH 425 

with vigorous elevations in intracellular Ca2+ (Gourine et al., 2010) and that Epo 426 

regulates Ca2+ transport in cells (Korbel et al., 2004). It is thus possible that Epo 427 

deficiency alters the capacity of RTN/pFRG astrocytes to detect the CO2/H
+-elevation 428 

and thus to excite RTN/pFRG neurons. Further experimentations are thus necessary 429 

to validate this hypothesis.  430 

 431 

The hypercapnic activation of neurons in the nucleus of the solitary tract, the 432 

main projection site from the peripheral chemoreceptors, is blunted by the Epo 433 

deficiency 434 
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In WT mice, hypercapnia elicited an increase in c-fos expression in 435 

commissural and medial parts of NTS as already described (Teppema et al., 1997). 436 

As cNTS and mNTS are known to be the major site projection of peripheral 437 

chemoreceptor afferences (Torrealba and Claps, 1988, Finley and Katz, 1992), the 438 

increase in c-FOS-positive number of cells under hypercapnia at their level would be 439 

associated with the stimulation of peripheral chemoreceptors by CO2/H
+ in 440 

accordance with the reported increase in carotid body sinus nerve firings due to 441 

elevation of CO2 (Fitzgerald and Dehghani, 1982). Therefore, the absence of CO2/H
+-442 

activation in cNTS and mNTS in Epo-TAgh mice suggests that chronic Epo deficiency 443 

affects either the functioning of carotid bodies and/or the integration of inputs from 444 

peripheral chemoreceptors. These hypotheses are supported by both previous 445 

reported interactions between Epo and carotid bodies and the presence of EpoR on 446 

cNTS and mNTS catecholaminergic cells (Soliz et al., 2005). Keeping in mind that 447 

the CO2/H
+-activation of peripheral chemoreceptors could play a significant role, 448 

these data open up interesting perspectives. Indeed, it has been shown that some 449 

patients suffering from Ondine’s curse displayed a small residual ability to response 450 

to hypercapnia whereas the major CO2/H
+-sensing site is supposed to be deficient 451 

because of the PHOX2B mutation that characterise the neurorespiratory disease 452 

(Amiel et al., 2003, Ramanantsoa and Gallego, 2013, Carroll et al., 2014). This small 453 

residual response could, at least in part, depend on the activation of peripheral 454 

chemoreceptor (Ramanantsoa and Gallego, 2013). Thus, based on present data it 455 

would be interesting to investigate the Epo interaction with carotid bodies in the 456 

context of the hypercapnia. Of course, it cannot be excluded that Epo deficiency 457 

affects the establishment of cNTS and mNTS first order projection site from 458 

peripheral chemoreceptors because of the influence of Epo/Epo-R signalling in brain 459 

development (Yu et al., 2002, Chen et al., 2007).  460 

 461 

Epo deficiency favours the hypercapnic activation of 5-HT and non 5-HT 462 

neurons of medullary raphe nuclei, a pathway possibly involved in 463 

reinforcement of the HcVR in Epo-TAgh mice 464 

Epo-TAgh displayed an increase in c-fos expression induced by hypercapnia in 465 

the medullary raphe nuclei, RPa and RMg, whereas WT mice did not show such an 466 
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increase. In RPa but not in RMg, an important part of the c-FOS-positive cells were 467 

also immunoreactive for 5-HT. The activation of 5-HT cells by CO2/H
+, in particular at 468 

the level of the rostral part of the RPa (Figure 3), are in agreement with the idea that 469 

medullary 5-HT neurons play a significant role in central chemosensitivity (Iceman et 470 

al., 2013, Teran et al., 2014). In addition, we also found c-FOS positive cells in 471 

medullary raphe regions that were not serotoninergic (Figure 3). It was recently 472 

demonstrated that a group of non-serotoninergic cells was stimulated by CO2 in 473 

medullary raphe (Iceman and Harris, 2014). These non-5-HT cells are robustly 474 

stimulated by CO2 and express neurokinin 1 receptors (NK1-R) (Iceman and Harris, 475 

2014). A lesion of raphe NK1-R expressing cells reduces the HcVR (Hodges et al., 476 

2004, Nattie et al., 2004, Nattie and Li, 2006b). Thus, it is possible that medullary 477 

raphe 5-HT and non-5-HT/NK1-R expressing cells are involved in the HcVR in Epo-478 

TAgh mice.  479 

 480 

Conclusion 481 

We thus observed that in adult male Epo-deficiency affects both the pattern of 482 

ventilatory response to hypercapnia and the CO2/H
+-activated medullary respiratory 483 

network at adult stage. Our histological data suggest that the exaggeration of the 484 

HcVR in Epo-TAgh mice would implies the recruitment of chemosensitive areas silent 485 

in WT and particularly the chemosensitive 5-HT and non 5-HT neurons of medullary 486 

raphe nuclei. This recruitment would be sufficient to counteract a decrease in the 487 

activation of RTN/pFRG region, the main CO2/H
+-sensing site and the pathway 488 

implicating the peripheral chemoreceptors. Of course, other CO2/H
+ chemosensitive 489 

areas located in supramedullary regions such as the locus coeruleus and caudal 490 

hypothalamus (Dillon and Waldrop, 1993, Horn and Waldrop, 1994, Nattie, 1999), 491 

could also be involved and further investigations are needed to search for their 492 

implication. However, with or without the intervention of supramedullary structures, 493 

our data suggest that induction of neuroplasticity by changes in the Epo contain 494 

modulates the ventilatory response to hypercapnia. This hypothesis is particularly 495 

interesting with regard to respiratory pathologies such as central hypoventilation 496 

syndrome characterized by a loss or an important decrease in CO2/H
+ sensibility and 497 
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supports continuing investigations at the central level on the link between Epo and 498 

the response of the respiratory drive to hypercapnia. 499 

 500 

  501 
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 753 

Tables 754 

Table 1 – Average number of C-FOS-positive cells in respiratory areas of the 755 
medulla oblongata under normocapnia (Nc) and hypercapnia (Hc) in male wild 756 
type (WT) and Epo-TAgh mice  757 

 758 

Mean ± SD. VLM: ventrolateral reticular nucleus of the medulla; RTN/pFRG: retrotrapezoid 759 
nucleus/parafacial respiratory group; RPa: raphe pallidus nucleus; RMg: raphe magnus 760 
nucleus; ROb: raphe obscurus nucleus; PP: Parapyramidal area; cNTS: commissural part of 761 
the nucleus tractus solitary; mNTS: medial part of the nucleus tractus solitary; vlNTS: 762 
ventrolateral part of the nucleus tractus solitary; N7: facial nucleus. * p<0.05 Nc vs Hc (same 763 
strain); $ p<0.05 WT vs EpoTAgh. 764 

  765 

 WT Epo-TAgh 

 Nc Hc Nc Hc 

cNTSc 0.8 ± 1.0 1.7 ± 1.4* 0.2 ± 0.2 0.2 ± 0.2
$ 

mNTSm 0.7 ± 0.8 2.0 ± 1.0* 0.5 ± 0.4 0.5 ± 0.3
$ 

vlNTSvl 0.2 ± 0.3 0.4 ± 0.3 0.2 ± 0.2 0.2 ± 0.2 

cVLM 0.1 ± 0.1 0.4 ± 0.8 
0.2 ± 0.4 0.5 ± 0.4 

rVLM 0.4 ± 0.3 1.4 ± 0.9* 
0.2 ± 0.3 0.7 ± 0.4

$ 

RTN/pFRG 0.6 ± 0.3 2.2 ± 0.9* 0.3 ± 0.2 0.9 ± 0.4*
$ 

PP 0.5 ± 0.3 1.0 ± 0.5 0.8 ± 0.5 1.1 ± 0.7 

RPa 0.8 ± 0.5 2.4 ± 1.1 1.2 ± 1.3 3.6 ± 2.9* 

RMg 0.2 ± 0.2 2.2 ± 1.8 0.2 ± 0.3 3.1 ± 3.5* 

ROb 0.1 ± 0.1 0.1 ± 0.1 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

N7 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.1 ± 0.1 0.1 ± 0.1 
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Legend for figures 766 

 767 

Figure 1 – Chronic Epo-deficiency led to an increase in the ventilatory 768 

response to hypercapnia with change of ventilatory pattern compared to WT 769 

mice 770 

Histograms showing mean values of respiratory variables of WT and Epo-TAgh mice; 771 

respiratory frequency (fR, Aa), tidal volume (VT, Ab) and minute ventilation (V̇E, Ac) 772 

under normocapnia (white bars) and hypercapnia (black bars). Date are expressed 773 

as mean ± SD. *indicates a significant difference between normocapnia vs hypercapnia 774 

(same strain) and # indicates a significant difference between WT vs Epo-TAgh mice.* 775 

and # p < 0.05. 776 

 777 

Figure 2 – Epo deficiency affected the medullary respiratory network activated 778 

by hypercapnia 779 

Drawings locating the structures illustrated in the microphotographs below, raphe 780 

pallidus and magnus nuclei (A), retrotrapezoid nucleus/parafacial respiratory group 781 

(RTN/pFRG) (B), and nucleus of the solitary tract (C). The black box defines the 782 

photographed areas. Photomicrographs of sections immunolabelled for c-FOS in WT 783 

(Aa, Ba, Ca, Ac, Bc, Cc) and Epo-Tagh (Ab, Bb, Cb, Ad, Bd, Cd) mice in raphe 784 

magnus and raphe pallidus nuclei (Aa, Ab, Ac, Ad) under normocapnia (Aa, Ac) and 785 

hypercapnia (Ab, Ad), in retrotrapezoid nucleus/parafacial respiratory group (Ba, Bb, 786 

Bc, Bd) under normocapnia (Ba, Bc) and hypercapnia (Bb, Bd), and in nucleus of 787 

the solitary tract (Ca, Cb, Cc, Cd) under normocapnia (Ca, Cc) and hypercapnia (Cb, 788 

Bd). Black arrows show some c-FOS-positive neurons. Scale bars = 100µm. 789 

Abbreviations: 7N: facial nucleus; cc: central canal; cNTS: commissural part of the 790 

nucleus of the solitary tract; mNTS: medial part of the nucleus of the solitary tract; py: 791 

pyramidal tract; RMg: raphe magnus nucleus; RPa: raphe pallidus nucleus; rs: 792 

rubrospinal tract; RTN/pFRG, retrotrapezoid nucleus/parafacial respiratory group; 793 

sp5: spinal trigeminal tract; vlNTS, ventrolateral part of the nucleus of the solitary 794 

tract. 795 

 796 
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Figure 3 – Serotoninergic character of hypercapnic c-FOS positive cells in 797 

medullary raphe nuclei 798 

Drawings of the medulla oblongata locating 5-HT structures illustrated in the 799 

microphotographs below, raphe magnus (A), raphe obscurus (B), and raphe pallidus 800 

nucleus (C) nuclei. Scale bar = 100 µm. The black box defines the photographed 801 

areas. Photomicrographs of sections dually immunolabelled for c-FOS and 5-HT in 802 

WT (Aa, Ba, Ca, Ac, Bc, Cc) and Epo-Tagh (Ab, Bb, Cb, Ad, Bd, Cd) mice in raphe 803 

magnus nucleus (Aa, Ab, Ac, Ad) under normocapnia (Aa, Ac) and hypercapnia 804 

(Ab, Ad), in raphe obscurus nucleus (Ba, Bb, Bc, Bd) under normocapnia (Ba, Bc) 805 

and hypercapnia (Bb, Bd), and in nucleus pallidus nucleus (Ca, Cb, Cc, Cd) under 806 

normocapnia (Ca, Cc) and hypercapnia (Cb, Bd). Black arrowed show c-FOS/5-HT-807 

positive neurons. Scale bars = 100µm. High magnification in Cb, Cc and Cd, scale 808 

bar = 10 µm. Abbreviations: py: pyramidal tract; RMg: raphe magnus nucleus; ROb: 809 

raphe obscurus nucleus; RPa: raphe pallidus nucleus. 810 

 811 

Figure 4 – Epo deficiency did not modify PHOX2B expression in RTN/pFRG and 812 

C-FOS positive cells of the RTN/pFRG did not express GFAP in WT and Epo-813 

TAgh mice 814 

Drawings of representative section from the ventral medulla oblongata illustrating the 815 

distribution of PHOX2B-positive cells (black points) in the retrotrapezoid 816 

nucleus/parafacial respiratory group of WT (Aa) and Epo-TAgh (Ba) mice. Scale Bar 817 

= 100µm. The black box defines the photographed area in the right of drawings. 818 

Photomicrographs illustrating the immunolabelling for PHOX2B in the RTN/pFRG of 819 

WT (Ab) and Epo-TAgh (Bb) mice in normocapnia. Back arrows indicate PHOX2B-820 

positive cells. Scale bar: 10µm. Photomicrographs in the RTN/pFRG of a section 821 

dually immunolabelled for c-FOS and GFAP in WT (Ac) and Epo-TAgh (Bc) mice in 822 

hypercapnia. Black arrows show GFAP immunolabelling. Scale bar = 10µm. 823 

Abbreviations: 7N: facial nucleus; py: pyramidal tract; rs: rubrospinal tract; sp5: spinal 824 

trigeminal tract; RPa: raphe pallidus nucleus; RTN/pFRG: retrotrapezoid/parafacial 825 

respiratory group. 826 

 827 



0	

50	

100	

150	

200	

250	

300	

350	

0	

5	

10	

15	

20	

0	

1	

2	

3	

4	

5	

normocapnia	

hypercapnia	

f R
	(
cy
cl
e
.m

in
-1
)	

V
T
	(
µ
l.
g
-1
	 )
	

V
E
	(
m
l.
g
-1
.m

in
-1
)	
	

Aa	 Ab	 Ac	

WT	 Epo-TAgh	

Figure	1	

*	

*	
*	 *	

*	
#	

#	

#	

WT	 Epo-TAgh	 WT	 Epo-TAgh	





N
o
rm
o
c
a
p
n
ia

H
y
p
e
rc
a
p
n
ia

N
o
rm
o
c
a
p
n
ia

H
y
p
e
rc
a
p
n
ia

Epo-TAgh

WT

A

Aa Ba Ca

Ab

Ac

Bb

Bc

Bd

Cb

Cd

Cc

ROb ROb
C

RPaRPa
RPa

RMg

B

py py py

Figure 3

Ad



WT

Epo-TAg
h

RPa

py

7N

rs
sp5

Aa

RPa

py

7N rs
sp5

Ba Bb

Figure 4

Ab

RTN/pFRG

RTN/pFRG

Ac

Bc



Résultats généraux 
– Implication de la leptine dans la ventilation en normocapnie et en hypercapnie 

– 255 – 

Partie 3:  Implication de la leptine dans la 
ventilation en normocapnie et en hypercapnie 

 
Un des objectifs de ce doctorat était de caractériser l’effet de la leptine sur la CCR en 

normocapnie et en hypercapnie et de déterminer ses mécanismes d’action. Pour cela, nous 

avons cherché à mettre en évidence les effets d’une déficience en leptine sur la réponse 
ventilatoire à l’hypercapnie à l’aide de souris transgéniques ob/ob. Afin de mener à bien cette 

étude, nous avons évalué les effets d’une déficience en leptine sur : 
 
- les variables ventilatoires en hypercapnie in vivo de souris adultes ob/ob. 

 
- l’activité neuronale au sein de structures encéphaliques connues pour leur rôle dans la 
régulation de la ventilation sur des encéphales issus d’adultes ob/ob soumis à une hypercapnie 

in vivo. 

 

 
Les résultats de ce chapitre donneront lieu à un manuscrit à soumettre prochainement 

A l’exception du matériel et méthodes, ce chapitre est rédigé en français 
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Implication centrale de la leptine dans la modulation 
de la réponse ventilatoire à l’hypercapnie 

Objectif 

Etudier les réponses ventilatoires à l'hypercapnie normoxique et hyperoxique de souris 

ob/ob en pléthysmographie afin d’observer la part des effets centraux et/ou périphériques de la 
déficience en leptine sur la modulation de la réponse ventilatoire à l’hypercapnie. Caractériser 
dans un second temps, à l’aide de la détection immunohistochimique de c-FOS, les régions 

encéphaliques impliquées dans la réponse ventilatoire à l’hypercapnie sur des encéphales de 
souris ob/ob préalablement exposées à une hypercapnie-normoxique. 

Contexte scientifique 

La leptine est un peptide de satiété sécrété principalement par les adipocytes (Cao, 2014) 

qui traverse la barrière hémato-encéphalique (Banks et al., 1996) et agit par voie neuronale afin 

de réguler principalement l’appétit et le métabolisme énergétique (Ruffin & Nicolaidis, 2000). 

Par ailleurs, certaines études rapportent que la leptine régule également la ventilation 

(Tankersley et al., 1996, O'Donnell et al., 2000, Malli et al., 2010, Bassi et al., 2015a). 

Tankersley et collaborateurs sont les premiers à montrer que les souris déficientes en leptine 

(ob/ob) présentent une hypoventilation basale et une réponse à l’hypercapnie diminuée par 
rapport à celle de souris sauvages et cela avant même l’apparition d’une obésité, suggérant une 

altération du contrôle ventilatoire due à la déficience en leptine (Tankersley et al., 1996, 

O'Donnell et al., 1999, O'Donnell et al., 2000, Bassi et al., 2012). δ’ajout systémique ou central 
de leptine chez les souris ob/ob corrige leur hypoventilation basale et améliore leur réponse 

ventilatoire à l’hypercapnie, suggérant un effet stimulant central et/ou périphérique de la leptine 

sur la ventilation (O'Donnell et al., 2000, Bassi et al., 2012, Bassi et al., 2014). En outre, une 

étude réalisée chez des rats anesthésiés a montré qu'une perfusion systémique aiguë de leptine 

pendant 90 minutes entraînait une augmentation durable de l'amplitude de décharge du nerf 

phrénique pendant plus d'une heure après la fin de la perfusion (Chang et al., 2013). Ces 

éléments sont à mettre en relation avec le consensus actuel sur le fait que les taux de leptine 

élevés qui accompagnent l’obésité participent à une élévation de la ventilation contribuant à 
maintenir des PaCO2 et PaO2 adaptés aux besoins de l’organisme (O'Donnell et al., 1999, 

Phipps et al., 2002, Yee et al., 2006).  

δes mécanismes d’action par lesquels la leptine influence la ventilation de base d’une 
part et la réponse ventilatoire à l’hypercapnie d’autre part restent aujourd’hui peu connus. 
Certaines études suggèrent que la facilitation de la réponse ventilatoire à l'hypercapnie par la 

leptine chez les souris ob/ob dépende de l’action centrale plus que d'une action périphérique de 
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la leptine (Inyushkin et al., 2009, Inyushkina et al., 2010, Bassi et al., 2012, Bassi et al., 2014, 

Bassi et al., 2016). En effet, les récepteurs à la leptine sont présents dans plusieurs régions 

encéphaliques connues pour avoir un rôle dans l’élaboration et la régulation du rythme 
respiratoire, notamment le noyau du tractus solitaire (NTS), le locus coeruleus (LC) et le noyau 

réticulaire bulbaire ventro-latéral rostral (rVLM) (Mercer et al., 1996, Mercer et al., 1998, Elias 

et al., 2000, Hosoi et al., 2002, Grill & Hayes, 2009, Bassi et al., 2012). En agissant sur les 

structures encéphaliques impliquées dans la commande centrale respiratoire (CCR) et sa 

modulation, la leptine pourrait moduler la ventilation basale et la chémoréception centrale au 

CO2/H+. Cependant, un traitement périphérique par la leptine peut également affecter les 

systèmes périphériques modulant la ventilation. Des résultats récents indiquant que les 

récepteurs à la leptine sont présents dans les corps carotidiens (Porzionato et al., 2011, 

Messenger et al., 2013) et le tissu pulmonaire (Tsuchiya et al., 1999, Hansel et al., 2009) 

suggèrent que la leptine pourrait également agir par des mécanismes périphériques.  

Dans le cas où la modulation de la ventilation par la leptine serait centrale, nous avons 

émis l'hypothèse que la déficience en leptine des souris ob/ob entraine des remaniements dans 

l’activation du réseau neuronal respiratoire en hypercapnie qui pourraient expliquer leur 

phénotype ventilatoire. Par conséquent, nous avons étudié les réponses ventilatoires à 

l'hypercapnie normoxique et hyperoxique de souris ob/ob, l’hyperoxie ayant pour résultante de 
mettre au silence les chémorécepteurs périphériques, afin d’observer la part des effets centraux 
et/ou périphériques de la déficience en leptine sur la modulation de la réponse ventilatoire à 

l’hypercapnie. Parallèlement à l’étude de la réponse ventilatoire au CO2 en normoxie, nous 

avons recherché d’éventuelles différences entre les souris ob/ob et leurs témoins au niveau des 

structures neuronales activées par l’hypercapnie ; notre analyse a été focalisée sur les structures 

encéphaliques connues pour avoir un rôle dans l’élaboration et la régulation de la CCR. Les 

résultats obtenus suggèrent que l’effet facilitateur de la leptine sur la ventilation en condition 

basale et hypercapnique serait largement médié par des mécanismes centraux. D’autre part, la 
comparaison de l’expression de c-fos observée chez les souris sauvages et les souris ob/ob nous 

a permis d’identifier des groupes neuronaux pour lesquels une modification d’activité suggère 
leur implication dans le phénotype ventilatoire associé à un dysfonctionnement des systèmes 

leptinergiques. 

Matériel et méthodes 

Nota Bene : Cette partie a été rédigée en anglais en vue de la soumission de l’étude présentée. 

Animals and ethical approval 

Plethysmographic ventilatory analysis and immunohistochemical experiments were 

performed on 36 9-weeks old adult male mice: 18 obese mice (45.0±0.5g; Leprob/ob C57BL/6, 
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referred to as ob/ob mice; B6.V-Leprob/JRj, Janvier Laboratories) and 18 lean wild-type-like 

control mice (25.8±0.4g; Leprob/+ and Lepr+/+, referred to as WT mice; Janvier Laboratories). 

All experiments were approved by the Charles Darwin Ethics Committee for Animal 

Experimentation (APAFIS#15017) and were carried out in accordance with Directive 

2010/63/EU of the European Parliament and the Council of 22 September 2010 and French law 

(2013/118). All efforts were made to minimize the number of animals used and their suffering. 

Animals were maintained on a 12-h light-dark cycle with free access to food and water. 

Analysis of acute hypercapnic ventilatory response by whole body 
plethysmography 

- Recording of ventilatory variables 

In non-anesthetized and unrestrained mice, ventilatory variables were recorded by 

whole-body plethysmography (Emka Technologies, France; ob/ob n= 18; WT n= 18) (Bartlett 

& Tenney, 1970, Voituron et al., 2014). The animal chamber (20mL) was connected to a 

differential pressure transducder (Emka Technologies, France), which measured pressure 

fluctuations within the chamber, relative to a reference chamber. The differential pressure 

transduced signals were recorded with IOX (version 2.8.053, Emka Technologies, France). To 

avoid stress effects on ventilatory variables, mice were habituated in the recording chamber 

under normoxia/normocapnia (21% O2/79% N2) 45 minutes before the experiments. 

The day of experiments, after 50 min under normoxia/normocapnia (21% O2/79% N2), 

mice were submitted to either normoxia/hypercapnia (WT, n= 18; ob/ob, n = 18) or 

hyperoxia/hypercapnia (WT, n= 12; ob/ob, n = 12). Hyperoxia condition was used to silence 

breathing modulation by peripheral chemosensors, as according to Dejours test (Dejours, 1962). 

In both normoxia/hypercapnia and hyperoxia/hypercapnia, animals were exposed to 3%, 5% 

and 8 % CO2 (3% CO2/21% O2/76% N2; 5% CO2/21% O2/74% N2 and 8% CO2/21% O2/71% 

N2 for normoxia/hypercapnia and 3% CO2/97% O2; 5% CO2/95% O2 and 8% CO2/92% O2 for 

normoxia/hypercapnia). Each condition hypercapnia lasted 10 min before changing to the next 

CO2 concentration (Figure 1). 

- Analysis of ventilatory variables 

Ventilatory variables were breath-by-breath analyzed i.e. respiratory frequency, fR (in 

cycles.min-1), tidal volume, VT normalized as the ratio of VT divided by body weight (in µl.g-
1) and minute ventilation, V̇E (in µl.g-1.min-1). For VT calculation, the buccal temperature was 

measured just before placing mice in the recording chamber. Baseline value were defined 

during the 5 min preceding the hypercapnic exposure (Figure 1). Values from the last 5 min of 

each hypercapnic episode were used to define respective HC values (Figure 1). Only periods of 

breathing without body movements were analyzed. 
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Figure 1. Protocol for measuring in vivo ventilatory parameters in whole body 
plethysmography 
ob/ob and WT mice are placed in the measuring chamber of the plethysmograph and held for 
50 minutes in normocapnic conditions. Averages of ventilatory variables recorded during the 
last 5 minutes of this period are used to obtain the baseline values that reflect the basal 
ventilatory activity of the mice. Animals are then exposed to several hypercapnic challenges 
achieved by gradually increasing the proportion of CO2 in the gas mixture: 10 minutes at 3% 
CO2 (hypercapnia-normoxia: 3% CO2, 21% O2 and 76% N2; hypercapnia-hyperoxia: 3% CO2 
and 97% O2), 10 minutes at 5% CO2 (hypercapnia-normoxia: 5% CO2, 21% O2 and 74% N2; 
hypercapnia-hyperoxia: 5% CO2 and 95% O2) and lastly 10 minutes at 8% CO2 (hypercapnia-
normoxia: 8% CO2, 21% O2 and 71% N2; hypercapnia-hyperoxia: 8% CO2 and 92% O2). 
Ventilatory variables from hypercapnic conditions (HC) are determined by averaging the 
ventilatory variables recorded during the last 5 minutes for each condition and represent the HC 
values. Animals are then placed again in normocapnia for 30 minutes. Averages of ventilatory 
variables from the last 5 minutes of this period represent the recovery values. 

- Statistical analysis 

WT and ob/ob values are presented as mean ± standard error of the mean (SEM). 

Kolmogorov-Smirnov test assessed the normality of distribution. The effect of hypercapnia on 

ventilatory variables and the difference between two hypercapnia protocols within or between 

ob/ob and WT groups was evaluated by two-way ANOVA analysis followed by the Bonferroni 

multiple comparison test. All analyses were performed with Graphpad Prism 7 (San Diego, 

California, USA). Differences were considered significant when P<0.05. 

Analysis of hypercapnia-responding areas of the brainstem and diencephalon 

To localize medullary areas presenting modifications of activity in response to 

hypercapnia, we analysed c-fos expression in WT (n=17) and ob/ob (n=18) mice. The c-FOS 

immunodetection is a classic tool used to identify central pathways involved in specific 

physiological response that requires minimizing manipulations that could induce changes of 

cell activity unrelated to the studied stimulus and a sufficiently long induction period to induce 

detectable changes in c-fos expression (Herdegen & Leah, 1998, Larnicol et al., 1994, Bodineau 

et al., 2001, Okada et al., 2002, Perrin-Terrin et al., 2015). 

The detection of c-FOS was coupled with that of 5-HT to characterize the cells displaying 
changes in activity revealed by c-FOS analysis inside the brainstem. 
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- Induction of hypercapnia 

Animals were placed in an airtight box ventilated with normoxic/hypercapnic gas 

mixture (CO2 4%, O2 21% balanced N2; WT, n=11 and ob/ob, n=12) or normocapnic gas 

mixture (O2 21% balanced N2; WT, n=6 and ob/ob, n=6) for 90 min. At the end of the 

hypercapnic or normocapnic period, mice were deeply anesthetized (intraperitoneal injection 

of pentobarbital at a sub-lethal dosage, 60-90mg/kg) and transcardially perfused with saline 

solution (NaCl 0.9%) and then with 4% paraformaldehyde in 0.1M phosphate buffer (pH7.4). 

Brain were removed, postfixed in the same fixative solution for 24h and then cryoprotected in 

30% sucrose in 0.1M PBS for 72h. Afterwards, tissues were sliced in a cryostat (Leica CM 

1510S) into three separate sets of 40µm-thick serial coronal sections from the caudal edge of 

the brainstem to the rostral edge of the diencephalon. Sections were stored in 0.1M PB 

containing 30% sucrose, 30% ethylene glycol, 1% polyvinylpyrrolidone and 0.5% NaCl at -

20°C until immunohistochemical staining. 

- Immunohistological procedures 

Coronal sections were incubated with a rabbit polyclonal antibody against c-FOS (sc-

5β; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA; 1:8000) for 48h at 4◦ C. They were 
then incubated for 2h with a biotinylated goat anti-rabbit immunoglobulin (BA-1000, Vector 

Laboratories, Burlington, Canada; 1:500) followed by an avidin-biotin-peroxidase complex 

(PK-6100, Vector Laboratories; 1:250) for 1h. Peroxidase activity was detected using 0.015% 

γ,γ′ -diaminobenzidine tetrahydrochloride, 0.4% nickel ammonium sulfate, and 0.006% H2O2 

in 0.05 M Tris-HCl buffer (pH 7.6). 

For coupling of c-FOS and 5-HT co-immunolabelling, c-fos expression in brainstem 

section was first revealed according to the protocol described above. The free-floating sections 

were then incubated with a rabbit polyclonal antibody directed against 5-HT (S5545, Sigma–
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France; 1:500) for 48h at 4°C. Sections were subsequently 

incubated with a biotinylated goat anti-rabbit antibody for 2h. Sections were then incubated in 

1:250 avidin-biotin-peroxidase complex for 1h and ultimately, Peroxidase activity was revealed 

in 0.015% γ,γ′ -diaminobenzidine tetrahydrochloride, and 0.006% H2O2 in 0.05 M Tris-HCl 

buffer (pH 7.6) deprived of nickel ammonium sulfate. 

During all steps, sections resulting from submission to normocapnic and hyperapnic 

breathings were processed in parallel. The manufacturer verified the specificity of primary 

antibodies in all cases and in addition, in the lab control sections were processed in parallel, but 

with the omission of the primary or secondary antibodies; we observed no labelling in the 

absence of the primary or secondary antibodies. 

Ultimately, sections were mounted in sequential caudo-rostral order on silane-treated slides, 
air-dried, dehydrated with absolute alcohol (ethanol >99.5% purity, 107017, Merck), cleared 
with xylene and coverslipped using Entellan with mounting medium (Entellan®, VWR 
International S.A.S). 
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Quantitative analysis of the number of c-FOS-positive neurons in response to 
hypercapnic ventilation 

Sections were examined under a light microscope (DM-200-LED; Leica Microsystems, 

Heidelberg, Germany) and regions of interest were photographed with a digital camera (Leica 

DFC450C, Leica Microsystems, Heidelberg, Germany). 

We analyzed c-FOS-positive cells in structures of the brainstem and diencephalon 

related to the respiratory control and its chemical regulation at high magnification (x200) using 

standard landmarks (Paxinos & Franklin, 2001). The number of c-FOS-positive cells was 

determined in: A5 pontine nucleus, noradrenergic cell groups (A5), dorsomedial hypothalamic 

nucleus (DM), dorsolateral periaqueductal gray matter (dlPAG), dorsal periaqueductal gray 

matter (dPAG) , locus coeruleus (LC), lateral hypothalamic area (LH), lateral parabrachial 

nucleus (lPB), medial parabrachial nucleus (mPB), nucleus of the solitary tract commissural 

and median part (c/mNTS), and ventrolateral part (vlNTS), paraventricular hypothalamic 

nucleus, lateral magnocellular part (PaLM), paraventricular hypothalamic nucleus, lateral 

parvocellular part (PaLP), posterior hypothalamic area (PH), parapyramidal area (PP), dorsal 

raphe nucleus (RDo), raphe magnus nucleus (RMg), raphe obscurus nucleus (ROb), raphe 

pallidus nucleus (RPa), retrotrapezoid nucleus/parafacial respiratory group (RTN/pFRG), 

ventrolateral reticular nucleus of the medulla (VLM), ventrolateral periaqueductal gray 

(vlPAG) and ventromedial hypothalamic nucleus (VMH). The definitions of boundaries of 

these structures were made according to the mouse brain atlas published by Paxinos and 

Franklin with the aid of numerous ventral, dorsal, and lateral landmarks to delimit the entire 

volume of each structure (Paxinos & Franklin, 2001).  

Counts of c-FOS-positive cells were done by eye. For each analyzed area, the mean 

number of c-FOS-positive cells per section was calculated on both left and right sides and the 

mean between sides was calculated side for bilateral structures (dlPAG, dPAG, DM, DR, LC, 

LH, lPB, mPB, cNTS, mNTS, vlNTS, PaLM, PaLP, PH, RDo, RMg, VLM, vlPAG and VMH) 

and on the entire area for midline structures (ROb and RPa). 

For serotoninergic brainstem structures (RDo, RMg, ROb and RPa), the proportion of 

5-HT-positive cells expressing c-fos was calculated by calculating the percentage of c-FOS / 5-

HT double-labelled cells from the total number of c-FOS-positive cells inside the respective 

structures. The procedure of taking the mean between left and right sides in bilateral structures, 

as described above, was respected here as well. 

- Statistical analysis  

Results were expressed as mean ± SEM of absolute numbers of number of c-FOS-

positive cells per brain section for each analyzed structure. Data from WT and ob/ob mice under 

normocapnia or hypercapnia were compared. Kolmogorov-Smirnov test assessed the normality 

of distribution. Differences between mean numbers of c-FOS-positive cells per structure 

obtained between conditions (normocapnie versus hypercapnia within or between animal 
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groups WT and ob/ob.) were analysed by unparired t test or non-parametric equivalent (Mann-

Whitney test). All analyses were performed with Graphpad Prism 7 (San Diego California, 

USA). Differences were considered significant when P<0.05. 

 

Résultats et discussion 

I. La déficience en leptine modifie le phénotype ventilatoire des souris 
ob/ob par rapport aux WT  

1. Phénotype ventilatoire des souris ob/ob et WT en normocapnie 

En normocapnie, les souris ob/ob présentent une diminution significative de la V̇E (1656 

± 210,3 vs 850,9 ± 71,4 µL.g-1.min-1 ; - 51,4% ; p<0,001 ; Figure 1) via une diminution du VT 

(5,8 ± 0,7 vs 2,7 ± 0,1 µL.g-1 ; -53,4% ; p<0,001 ; Figure 1) et sans modification de la fR (347,5 

± 18,7 vs 325,9 ± 13,8 cycles.min-1) par rapport aux souris WT. Ces observations suggèrent 

que les souris ob/ob présentent une hypoventilation basale. Une mesure métabolique de la PaO2 

et la PaCO2 pourrait s’ajouter à notre étude pour confirmer si la diminution de la V̇E que nous 

avons observée chez les souris ob/ob est en lien avec une diminution de la PaO2 et une 

augmentation de la PaCO2, comme cela a été décrit dans la littérature (O'Donnell et al., 1999). 

En effet, l’étude qui caractérise pour la première fois l’hypoventilation basale des souris ob/ob 

se base essentiellement sur la mesure des paramètres métaboliques de PaCO2 et PaO2. Dans 

l’étude pionnière de Tankersley et Collaborateurs, les auteurs n’observent pas de différences 
significatives au niveau des variables ventilatoires mêmes si le VT et la V̇E tendent à diminuer 

chez de jeunes souris ob/ob où l’obésité ne s’est pas encore installée (Tankersley et al., 1996). 

Ils démontrent que les changements dans la respiration de base de souris ob/ob semblent dus à 

la déficience en leptine mais également en partie à une augmentation du poids corporel en 

fonction de l'âge (Tankersley et al., 1996). Il semblerait que dans notre étude en plus de la 

déficience en leptine, le facteur obésité pourrait accentuer l’hypoventilation basale des souris 

ob/ob. 
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Figure 2.  Histogrammes illustrant les moyennes des valeurs absolues ± SEM de la fR du 
VT et de la V̇E des souris ob/ob et témoins (WT wild type) en normocapnie 
# indique une différence significative entre les souris ob/ob et WT. ## p<0,01 ; ### p<0,001 ; 
ns : non significatif. La normalité des distributions a été testée selon le test de Kolmogorov-
Smirnov (GraphPad Prism7, San Diego, Californie, Etats-Unis). La significativité des 
différences observées entre les groupes a été évaluée à l’aide d’une ANOVA à β facteurs suivi 
d’une analyse post test Bonferroni (GraphPad Prism 7, San Diego, Californie, Etats-Unis). 
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2. Réponses ventilatoires au CO2 des souris ob/ob et WT 

Les valeurs des trois variables ventilatoires des souris ob/ob et WT (fR, VT et V̇E) ont 

été exprimées en valeur relative rapportée à la valeur de base (% par rapport aux valeurs de 

normocapnie) ainsi qu’en valeur absolue au cours des trois différentes périodes d’hypercapnie 
(3%CO2 ; 5%CO2. 8%CO2) normoxique ou hyperoxique ; elles sont présentées dans le Tableau 

1.  

 

Tableau 1. Réponse ventilatoire des souris ob/ob et WT à une hypercapnie-normoxique 
ou à une hypercapnie-hyperoxique pour trois fractions de CO2 différentes 
Les moyennes des valeurs relatives et absolues ± SEM de la fréquence respiratoire (fR), du 
volume courant (VT) et de la ventilation minute (V̇E) sont représentées pour les souris ob/ob 
(gris) et WT (blanc). * indique une différence significative entre les valeurs de base et les 
valeurs HC intragroupe. # indique une différence significative entre les souris ob/ob et WT. Les 
barres sous le tableau représentent la différence entre les 3 variables ventilatoires pour les 3 
conditions d’hypercapnie enregistrées en hypercapnie-normoxique et en hypercapnie-
hyperoxique pour les souris ob/ob et WT. *ou # p<0,05 ; ** ou ## p<0,01 ; ***ou ### p<0,001 ; 



Résultats généraux 
– Implication de la leptine dans la ventilation en normocapnie et en hypercapnie 

– 265 – 

ns : non significatif. La normalité des distributions a été testée selon le test de Kolmogorov-
Smirnov (GraphPad Prism 7, San Diego, Californie, Etats-Unis). La significativité des 
différences observées au sein d’un groupe et entre les groupes a été évaluée à l’aide d’une 
ANOVA à 2 facteurs suivie d’une analyse post test Bonferroni (GraphPad Prism 7, San Diego, 
Californie, Etats-Unis). 

a. La réponse ventilatoire à l’hypercapnie-normoxique des souris ob/ob et 
WT 

- Les souris WT hyperventilent en hypercapnie normoxique principalement du fait 
d’une augmentation de leur VT 

A la suite d’une exposition croissante de CO2 en normoxie, les souris WT augmentent 

leur ventilation par rapport aux valeurs de base à 5% de CO2 (215,5 ± 36,9 % ; p<0,001 ; 

Tableau 1) et à 8% de CO2 (266,6 ± 18,2 % ; p<0,001 ; Tableau 1) via seulement une 

augmentation du VT à 5% de CO2 (163,9 ± 26,9% ; p<0,001 ; Tableau 1) et une augmentation 

du VT (199,3 ± 17,4 % ; p<0,001 ; Tableau 1) et de la fR (127,7 ± 10,2% ; p<0,01 ; Tableau 1) 

à 8% de CO2 par rapport aux valeurs de base. La participation du VT à l’augmentation de la V̇E 

prédomine par rapport à celle de la fR. Ce schéma de réponse ventilatoire à l’hypercapnie que 
nous avons observé chez les souris WT est classiquement décrit dans la littérature (Duffin et 

al., 2000, Ohashi et al., 2013). 

- Les souris ob/ob répondent à l’hypercapnie normoxique par une élévation de leur 
ventilation principalement du fait d’une augmentation de leur VT 

Au cours des différents challenges hypercapniques les souris ob/ob ont montré une 

réponse ventilatoire à l’hypercapnie normoxique. En effet, elles présentent une augmentation 

de la V̇E par rapport aux valeurs de base à 3% de CO2 (131,2 ±9,4% ; p<0,01 ; Tableau 1), 5% 

de CO2 (178,3 ± 13,8% ; p<0,001 ; Tableau 1) et 8% de CO2 (221,2 ± 15,3% ; p<0,001 ; Tableau 

1). La V̇E augmente via principalement une augmentation de VT par rapport aux valeurs de base 

à 3% de CO2 (114,6 ± 5,2 ; p<0,05 ; Tableau 1), 5% de CO2 (141,6 ± 5,6% ; p<0,001 ; Tableau 

1) et 8% de CO2 (173,7 ± 6,4% ; p<0,001 ; Tableau 1). De plus, nous avons observé une 

augmentation de la fR par rapport aux valeurs de base à de 5% de CO2 (119,4 ± 5,8% ; p<0,01 ; 

Tableau 1) et à 8 % de CO2 (120 ± 4,9% ; p<0,001 ; Tableau 1). δ’hypercapnie normoxique à 
3% de CO2 est un stimulus suffisant pour observer une augmentation significative de la 

ventilation par rapport aux valeurs de base chez les souris ob/ob, contrairement au souris WT 

qui ne répondent qu’à partir d’une stimulation à 5% de CO2. Il semblerait donc que les souris 

ob/ob aient un seuil de réponse au CO2 abaissé par rapport aux souris WT. Les souris ob/ob 

pourraient alors présenter d’une part une plus grande sensibilité au CO2 que les souris WT et 

donc répondre à un stimulus CO2 plus faible que les souris WT. D’autre part, les souris ob/ob 

pourraient avoir une PaCO2 plus importante que celle des souris WT qui résulterait de leur 

hypoventilation basale dès la normocapnie, et donc répondre à un stimulus CO2 plus faible que 

les souris WT puisque celui-ci s’additionnerait à leur état hypercapnique basal. 
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b. Comparaison des réponses ventilatoires à l’hypercapnie-normoxique entre 
les souris ob/ob et WT 

- Les souris ob/ob répondent à l’hypercapnie normoxique par une élévation de leur 
ventilation réduite par rapport à celle développée par les souris WT du fait d’une 
augmentation moindre de leur VT 

εalgré la persistance d’une réponse ventilatoire à l’hypercapnie chez les souris ob/ob, 

celle-ci est significativement diminuée par rapport à celle des souris WT. En effet nous avons 

constaté une diminution de la réponse à l’hypercapnie normoxique chez les souris ob/ob par 

rapport au WT à 5% CO2 (3277 ± 728,8 vs 1299 ± 113,4 µL.g-1.min-1 ; -60,4 % ; p<0,001 ; 

Tableau 1) et 8% de CO2 (3866 ± 384,8 vs 1621 ± 145,7 µL.g-1.min-1 ; -58,1% ; p<0,001 ; 

Tableau 1). Cette réponse réduite à l’hypercapnie était due à une augmentation plus faible du 
VT chez les souris ob/ob que chez les souris WT à 5% de CO2 (8,7 ± 1,6 vs 3,8 ± 0,3 µL.g-1; -

56,3% ; p<0,001 ; Tableau 1) et à 8% de CO2 ( 11 ± 1,3 vs 4,7 ± 0,4 µL.g-1; -57,2% p<0,001 ; 

Tableau 1). Nous n’avons pas observé de différence significative au niveau de la fR entre les 

souris ob/ob et WT au cours des différents challenges d’hypercapnie normoxie. 

c. La réponse ventilatoire à l’hypercapnie-hyperoxique des souris ob/ob et 
WT 

- Les souris WT hyperventilent en hypercapnie hyperoxique exclusivement via une 
augmentation de leur VT 

δors du protocole d’hypercapnie-hyperoxique, nous avons observé une augmentation 

de la ventilation chez les souris WT par rapport aux valeurs de base à 3% de CO2 (128,6 ± 

9,3 % ; p<0,05 ; Tableau 1), 5% de CO2 (166 ± 15,2 % ; p<0,01 ; Tableau 1) et 8% de CO2 

(234,5 ± 20,6 % ; p<0,001 ; Tableau 1). Cette augmentation de le V̇E s’effectue via 

augmentation significative du VT à 5% de CO2 (115 ± 6,5% ; p<0,05 ; Tableau 1) et 8% de CO2 

(163,4 ± 20,6% ; p<0,001 ; Tableau 1). δ’augmentation de la V̇E à 3% de CO2 que nous avons 

relevée ne se traduit pas par des augmentations significatives du VT et de la fR même si nous 

pouvons noter une tendance à l’augmentation du VT par rapport aux valeurs de base (119,3 ± 

10,1% ; ns ; Tableau 1). Nous n’avons pas observé de différence significative par rapport aux 
valeurs de base pour la fR des souris WT. 

- Les souris ob/ob hyperventilent en hypercapnie hyperoxique exclusivement via 
une augmentation de leur VT 

Les souris ob/ob répondent à l’hypercapnie hyperoxique en augmentant leur V̇E par 

rapport aux valeurs de base à base à 3% de CO2 (128,3 ±9,1% ; p<0,01 ; Tableau 1), 5% de CO2 

(145,2 ± 15,2% ; p<0,05 ; Tableau 1) et 8% de CO2 (174,2 ± 19,0% ; p<0,01 ; Tableau 1). La 

V̇E augmente via principalement une augmentation de VT par rapport aux valeurs de base à 3% 

de CO2 (127,1 ± 5,9 ; p<0,001 ; Tableau 1), 5% de CO2 (138,7 ± 5,6% ; p<0,001 ; Tableau 1) 
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et 8% de CO2 (162 ± 4,4% ; p<0,001 ; Tableau 1). Nous n’avons pas observé de différence 
significative par rapport aux valeurs de base pour la fR des souris ob/ob. 

d. Comparaison des réponses ventilatoires à l’hypercapnie-normoxique entre 
les souris ob/ob et WT 

- Les souris ob/ob répondent à l’hypercapnie hyperoxique par une élévation de 
leur ventilation réduite par rapport à celle développée par les souris WT du fait 
d’une augmentation moindre de leur VT 

δa réponse ventilatoire à l’hypercapnie hyperoxique des souris ob/ob est 

significativement diminuée par rapport à celle des souris WT. En effet nous avons constaté une 

diminution de la réponse à l’hypercapnie hyperoxique chez les souris ob/ob par rapport au WT 

à 8% CO2 (3486 ± 744,8 vs 1486 ± 124,3 µL.g-1.min-1 ; -57,3 % ; p<0,001 ; Tableau 1). Cette 

réponse réduite à l’hypercapnie était due à une augmentation plus faible du VT chez les souris 

ob/ob que chez les souris WT à 8% de CO2 (8,2 ± 1,1 vs 4,7 ± 0,4 µL.g-1 ; -42,6% p<0,01 ; 

Tableau 1). Nous n’avons pas observé de différence significative au niveau de la fR entre les 

souris ob/ob et WT au cours des stimuli d’hypercapnie hyperoxiques. 

e. Comparaison des réponses ventilatoires à l’hypercapnie-normoxique et à 
l’hypercapnie-hyperoxique des souris ob/ob et WT 

- L’hyperventilation hypercapnique sous hyperoxie des souris WT n’est pas 
significativement différente de celle développée en hypercapnie normoxique bien 
qu’elle tende à être diminuée 

La mise sous silence des chémorécepteurs périphériques grâce à la condition 

d’hyperoxie ne change pas significativement la réponse ventilatoire à l’hypercapnie des souris 
WT puisque la comparaison des réponses ventilatoires hypercapniques normoxique et 

hyperoxique ne montre aucune différence significative pour toutes les fractions de CO2 même 

si on peut constater en hyperoxie une tendance à ce que l’augmentation du VT et de la V̇E soit 

inférieure à 5 et 8% de CO2 à ce qui est observé en hypercapnie normoxique. Cependant, alors 

qu’à 5% de CO2 la manière de répondre à l’hypercapnie hyperoxique via une augmentation du 

VT est la même que celle observée lors de l’hypercapnie normoxique, à 8% de CO2, nous avons 

constaté une perte de l’augmentation de la fR par rapport à l’hypercapnie normoxique. De plus, 
nous avons relevé une augmentation de la V̇E à 3% de CO2 non visible en hypercapnie-

normoxique sans que des augmentations significatives du VT et de la fR soient observées même 

si nous pouvons noter une tendance à l’augmentation de ces deux variables par rapport à 
l’hypercapnie normoxique. Les chémorécepteurs périphériques ne semblent donc pas participer 

de manière efficiente à la mise ne place de la réponse ventilatoire à l’hypercapnie chez la souris 
WT.  
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- Comme pour les souris WT, l’hyperventilation hypercapnique sous hyperoxie des 
souris ob/ob n’était pas significativement différente de celle développée en 
normoxie bien qu’elle tende à être diminuée 

La mise sous silence des chémorécepteurs périphériques en hypercapnie n’a pas changé 
significativement l’augmentation de la V̇E et du VT observée en comparaison de l’hypercapnie 
normoxique. Cependant, de la même manière que pour les souris WT, nous avons observé une 

perte d’augmentation de la fR. Là encore, les chémorécepteurs périphériques ne semblent donc 

pas participer de manière efficiente à la mise ne place de la réponse ventilatoire à l’hypercapnie 
chez la souris ob/ob même s’ils y contribuent dans une moindre part.  
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II. La déficience en leptine modifie l’expression de c-fos de base et 
induite par l’hypercapnie chez les souris ob/ob par rapport aux WT 

Les valeurs moyennes du nombre de neurones c-FOS positifs par coupe dans les 

différentes structures, en lien avec la commande centrale respiratoire, du bulbe rachidien, du 

pont, du mésencéphale et du diencéphale sont présentées dans le Tableau 2. 

Tableau 2. Nombre moyen de neurones c-FOS-positifs par coupes dans les structures du 
tronc cérébral et du diencéphale impliquées dans l’élaboration ou la régulation de la 
commande centrale respiratoire chez des souris ob/ob et WT après une exposition gazeuse 
normocapnique ou hypercapnique/normoxique.  
Nombre moyen de neurones c-FOS ± SEM. * indique une différence significative entre WT ou 
ob/ob normocapnie et WT ou ob/ob hypercapnie ; # indique une différence significative entre 
WT normocapnie et ob/ob normocapnie ou WT hypercapnie et ob/ob hypercapnie. *ou # 
p<0,05 ; ** ou ## p<0,01 ; ***ou ### p<0,001. La normalité des distributions a été testée selon 
le test de Kolmogorov Smirnov (GraphPad Prism 7, San Diego, Californie, Etats-Unis). La 
différence entre le nombre moyen de neurones c-FOS-positifs par structure obtenu dans les 
différentes conditions a été évaluée à l’aide d’un test de εann-Whitney (GraphPad Prism 7, 
San Diego, Californie, Etats-Unis). 
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1. Conséquence de l’absence de leptine sur l’expression de c-fos en 
normocapnie 

- Au niveau du bulbe rachidien.  

Les souris ob/ob ont présenté un nombre moyen de neurones c-FOS positifs plus 

important que celui observé chez les souris WT dans le c/mNTS (+995% ; p<0,05 ; Figure 2, 

Tableau 2), le vlNTS (+1568% ; p<0,05 ; Tableau 2), le ROb (+496% ; p<0,05 ; Figure 3, 

Tableau 2), et la VLM (+810% ; p<0,05 ; Figure 4, Tableau 2). Le nombre moyen de neurones 

c-FOS positifs était inchangé chez les souris ob/ob comparé aux souris WT dans le RPa, le 

RMg, le PP et le RTN/pFRG (Tableau 2).  

 

Figure 2. Illustration des neurones c-FOS positifs dans le c/mNTS  
A. Schéma d’une coupe transversale de bulbe rachidien de souris adulte (Bregma -7,64 mm), 
adapté de l’atlas Paxinos et Franklin (Paxinos & Franklin, 2001). La région grisée correspond 
au c/mNTS et l’encadré en pointillé bleu à la prise de vue.  
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B. Microphotographies au niveau du c/mNTS de souris adultes : WT (B1) et ob/ob (B2) en 
normocapnie ; WT (B3) et ob/ob (B4) en hypercapnie. Barre d’échelle=100µm. Notez que le 
c/mNTS est situé au-dessus du noyau moteur dorsal du nerf vague (10N) et de part et d’autre 
de l’area postrema (AP).  
 

Figure 3. Illustration des neurones c-FOS positifs dans le ROb  
A. Schéma d’une coupe transversale de bulbe rachidien de souris adulte (Bregma -7,64 mm), 
adapté de l’atlas Paxinos et Franklin (Paxinos & Franklin, 2001). δ’encadré en pointillé orange 
représente la prise de vue pour illustrer le ROb.  
B. Microphotographies de souris adultes : WT (B1) ou ob/ob (B2), en normocapnie et WT (B3) 
ou ob/ob (B4) en hypercapnie. Certains neurones c-FOS positifs ont un marquage cytopasmique 
(marron) positif pour 5-HT. Barre d’échelle = 10µm.  
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Figure 4. Illustration des neurones c-FOS positifs dans la VLM 
A. Schéma d’une coupe transversale de bulbe rachidien de souris adulte (Bregma -7,76 mm), 
adapté de l’atlas Paxinos et Franklin (Paxinos & Franklin, 2001). La zone grisée indique la 
Vδε et l’encadré en pointillé bleu la prise de vue.  
B. Microphotographies au niveau de la VLM de souris adultes : WT (B1) et ob/ob (B2) en 
normocapnie. Barre d’échelle = 100µm. Notez que la Vδε est située à proximité du noyau 
ambigu (Amb).  

- Au niveau du pont 

Nous n’avons pas observé de modification significative du nombre de neurones c-FOS 

positifs en normocapnie entre les souris ob/ob et WT dans les structures pontiques, excepté au 

niveau du lPB (+642% ; p< 0,05 ; Figure 5, Tableau 2).  
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Figure 5. Illustration des neurones c-FOS positifs dans le lPB.  
A. Schéma d’une coupe transversale de pont de souris adulte (Bregma -5,34 mm), adapté de 
l’atlas Paxinos et Franklin (Paxinos & Franklin, 2001). La zone grisée correspond au lPB et 
l’encadré en pointillé bleu à la prise de vue.  
B. Microphotographies au niveau du lPB de souris adultes : WT (B1) et ob/ob (B2) en 
normocapnie. Barre d’échelle = 100µm.  

- Au niveau du mésencéphale 

 Nous avons observé une diminution du nombre moyen de neurones c-FOS positifs dans 

la dPAG (-56% ; p<0,05 ; Figure 6, Tableau 2) mais pas de variation significative dans la 

dlPAG, la vlPAG et le RDo (Tableau 2). 
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Figure 6 : Illustration des neurones c-FOS positifs dans la dPAG.  
A. Schéma d’une coupe transversale de pont de souris adulte (Bregma -4,48 mm), adapté de 
l’atlas Paxinos et Franklin (Paxinos & Franklin, 2001). La zone grisée correspond à la dPAG 
et l’encadré en pointillé bleu à la prise de vue.  
B. Microphotographies au niveau de la dPAG de souris adultes : WT (B1) et ob/ob (B2) en 
normocapnie. Barre d’échelle =10µm.  

- Au niveau du diencéphale 

Nous n’avons pas observé de différence significative entre le nombre de neurones c-

FOS-positifs des structures diencéphaliques des souris ob/ob et WT en normocapnie. 

2. Induction de l’expression de c-fos par l’hypercapnie chez les souris 
WT et ob/ob 

- Au niveau du bulbe rachidien 

δ’hypercapnie a induit une forte augmentation du nombre de neurones c-FOS positifs 

chez les souris sauvages dans le c/mNTS (+317% ; p<0,01 ; Figure 2, Tableau 2), le vlNTS 

(+936% ; p<0,01 ; Tableau 2), et la VLM (+979% ; p<0,01 ; Figure 4, Tableau 2). Nous n’avons 
pas observé de variation du nombre de neurones c-FOS positifs chez les souris sauvages dans 

le ROb, le RPa, le RMg, le PP et le RTN/pFRG en hypercapnie. (Tableau 2). La comparaison 

du pourcentage de neurones c-FOS positifs qui sont sérotoninergiques en normocapnie et en 
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hypercapnie au niveau du RPa, ROb et RDo, ne montre aucune différence chez les souris WT 

(données non communiquées). 

Comme les souris WT, les souris ob/ob présentent une absence de variation du nombre 

de neurones c-FOS positifs dans RPa, le PP et le RTN/pFRG. Contrairement aux souris WT, 

nous n’avons pas observé de variation du nombre de neurones c-FOS positifs chez les souris 

ob/ob en hypercapnie dans la VLM, le vlNTS et le c/mNTS (Tableau 2). Enfin, δ’hypercapnie 
a induit une diminution du nombre de neurones c-FOS positifs chez les souris ob/ob dans le 

RMg (-71% ; p<0,05 ; Tableau 2) et le ROb (-59% ; p<0,05 ; Tableau 2), ce qui n’était pas 
observable chez les WT. Chez les souris ob/ob, la proportion de neurones doublement marqués 

c-FOS/5-HT était inchangée en hypercapnie en comparaison de la normocapnie dans les raphés 

(données non communiquées). 

- Au niveau du Pont 

En réponse à un stimulus hypercapnique, le nombre de neurones c-FOS positifs des 

souris WT a été augmenté dans le LC (+116 % ; p<0,05 ; Tableau 2) et dans le lPB (+277 % ; 

p<0,05 ; Figure 4 ; Tableau 2). Cependant nous n’avons pas observé de différence significative 
au niveau de la région A5 et du mPB.  

Contrairement aux souris WT, l’hypercapnie n’a pas induit de différence significative 
dans l’expression de c-fos au niveau du LC et du lPB. Par ailleurs, les autres structures pontiques 

ne présentaient pas de modification d’expression de c-fos. 

- Au niveau du mésencéphale 

Une augmentation du nombre de neurones c-FOS positifs était visible dans la vlPAG 

(+75% ; Tableau 2) et dans le RDo (+56% ; Tableau 2) chez les souris WT entre les conditions 

de normocapnie et d’hypercapnie. Nous n’avons pas observé de différence significative entre 

les structures mésencéphaliques dPAG et dlPAG entre la normocapnie et l’hypercapnie chez 
les souris WT. 

Contrairement aux souris WT, la stimulation hypercapnique n’a pas induit de différence 
significative dans l’expression de c-fos pour chacune des structures étudiées du mésencéphale 

chez les souris ob/ob. 

-  Au niveau du diencéphale 

Nous n’avons pas observé d’augmentation significative des neurones c-FOS-positifs 

dans les structures diencéphaliques d’intérêt après une exposition à une hypercapnie chez les 

souris WT. 

En revanche, la stimulation à l’hypercapnie a induit une augmentation significative des 

neurones c-FOS-positifs (+ 112,5% ; p< 0,05 ; Tableau 2) uniquement pour la structure 

diencéphalique PaLP chez les souris ob/ob. 



Résultats généraux 
– Implication de la leptine dans la ventilation en normocapnie et en hypercapnie 

– 276 – 

3. Comparaison du niveau d’expression de c-fos en hypercapnie entre 
les souris WT et les souris ob/ob 

- Au niveau du bulbe rachidien 

Le nombre moyen de neurones c-FOS positifs observés en hypercapnie était 

significativement augmenté chez les souris ob/ob par rapport aux souris WT dans le c/mNTS 

(+147% ; p<0,0001 ; Figure 4, Tableau 2), le ROb (+189% ; p<0,0001 ; Figure 4, Tableau 2), 

et le RTN/pFRG (+740% ; p<0,001 ; Figure 8). En revanche, le nombre moyen de neurones c-

FOS positifs observés en hypercapnie était significativement diminué chez les souris ob/ob par 

rapport aux souris WT dans le RMg (-51% ; p<0,001 ; Figure 9 ; Tableau 2) et le PP (-90% ; 

p<0,001 ; Tableau 2). Enfin, le nombre moyen de neurones c-FOS positifs que nous avons 

observés en hypercapnie est inchangé chez les souris ob/ob par rapport aux souris WT dans le 

RPa, la VLM et le vlNTS (Tableau 2). Enfin, la comparaison de la proportion de neurones 

sérotoninergiques parmi les neurones c-FOS positifs entre les souris WT et les souris ob/ob en 

hypercapnie montre qu’à l’exception du RDo et du Rεg pour lesquels nous n’avons observé 
de modification, les neurones sérotoninergiques représentaient une plus grande partie de la 

population de neurones c-FOS positifs chez les souris ob/ob (RPa, +81%, p<0,05 ; ROb, 

+100 %, p<0,05 ; données non montrées). 
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Figure 8. Illustration des neurones c-FOS positifs dans le RTN/pFRG 
A. Schéma d’une coupe transversale de bulbe rachidien de souris adulte (Bregma -6,12 mm), 
adapté de l’atlas Paxinos et Franklin (Paxinos & Franklin, 2001). L’encadré en pointillé bleu 
correspond à la prise de vue pour illustrer le RTN/pFRG.  
B. Microphotographies au niveau du RTN/pFRG de souris adultes : WT (B1) et ob/ob (B2) 
soumises à l’hypercapnie. Barre d’échelle = 100µm. Notez que le RTN et le pFRG avec lequel 
il est confondu, sont situés ventralement sous le noyau moteur facial (7N). 
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Figure 9. Illustration des neurones c-FOS positifs dans le RMg 
A. Schéma d’une coupe transversale de bulbe rachidien de souris adulte (Bregma -6,12 mm), 
adapté de l’atlas Paxinos et Franklin (Paxinos & Franklin, 2001). δ’encadré en pointillé orange 
indique la prise de vue des microphotographies pour illustrer le RMg.  
B. Microphotographies au niveau du RMg de souris adultes : WT (B1) et ob/ob (B2) 
maintenues en hypercapnie. Les flèches indiquent des neurones c-FOS positifs. Certains 
neurones c-FOS positifs ont un marquage cytopasmique (marron) positif pour 5-HT. Barre 
d’échelle = 10µm.  

- Au niveau du pont et du mésencéphale  

En hypercapnie, le nombre moyen de neurones c-FOS positifs, dans les structures 

pontiques δC, A5, lPB, mPB, et mésencéphaliques dPAG, dlPAG, vlPAG n’était pas différent 
entre les souris ob/ob et les souris WT (Tableau 2). 

- Au niveau du diencéphale 

Nous n’avons pas observé de différence entre les souris ob/ob et WT au niveau des 
structures diencéphaliques. 

Conclusion 

Les résultats obtenus montrent chez les souris ob/ob un profil ventilatoire basal 

caractérisé par une hypoventilation qui dépendrait d’une part de leur déficience en leptine et 
d’autre part de leur poids corporel. De plus, malgré la persistance d’une réponse ventilatoire à 
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l’hypercapnie chez les souris ob/ob, les résultats révèlent une réponse ventilatoire 

hypercapnique diminuée par rapport aux souris WT qui semblerait dépendre en grande partie 

de mécanismes centraux. δa comparaison de l’expression de c-fos observée chez les souris WT 

et ob/ob en normocapnie et en hypercapnie nous a permis par la suite d’identifier des groupes 

neuronaux pour lesquels une modification d’activité suggère leur implication dans le phénotype 
ventilatoire associé à un dysfonctionnement des systèmes leptinergiques. En effet, la déficience 

en leptine induit d’une part une élévation du nombre de neurones c-FOS positifs en 

normocapnie, dans le NTS, la Vδε, le lPB et le ROb, et d’autre part provoque l’absence de 
l’augmentation d’expression de c-fos observée en présence de leptine lors d’une hypercapnie. 
Une des hypothèses est que cette absence d’activation participe au moins en partie à la réduction 

de la réponse respiratoire au CO2 des souris déficientes en leptine. 

Ces travaux permettent de caractériser l’activation du réseau neuronal respiratoire lors 
d’une hypercapnie en cas de déficience en leptine et donc de mieux comprendre les mécanismes 

d’action centraux des systèmes leptinergiques sur la ventilation. Cela pourrait permettre de 

dégager d’éventuelles cibles pour le traitement des patients qui souffrent de syndrome 
d’hypoventilation centrale dont certains sont caractérisés par une diminution de la 

chémosensibilité centrale au CO2. 

 
 
 
 

Ce travail donnera lieu à : 
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Central involvement of leptin in the modulation of the ventilatory response to hypercapnia 
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DISCUSSION ET 
PERSPECTIVES 

 

 

Ce chapitre sera consacré à la discussion des résultats obtenus dans chacune des 

différentes parties. Nous y aborderons les limites de nos études, les mécanismes potentiellement 

à l’origine des effets observés ainsi que les perspectives utiles à la poursuite du travail entamé.
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Considérations méthodologiques  

 La préparation de système nerveux central isolée, un modèle pour 

accéder à la CCR 

δa technique d’enregistrements électrophysiologiques sur des préparations de SNC 
isolé (Adrian & Buytendijk, 1931, Suzue, 1984) est une technique largement utilisée dans ce 

travail doctoral. Ces préparations constituent un modèle privilégié pour l’étude des mécanismes 
centraux impliqués dans l’adaptation de la CCR ; elles nous ont permis d’étudier les effets 
centraux de l’ETO, de l’Epo et de la leptine sur la CCR (Brockhaus et al., 1993). 

Dans le cadre de ce travail doctoral, nous avons utilisé des préparations ex vivo de bulbe 

rachidien-moelle épinière de souris nouveau-nées qui présentent de nombreux avantages 

(Johnson et al., 2012). Leur principal avantage est qu’elles préservent l’intégrité du réseau 
neuronal respiratoire bulbaire qui génère le rythme respiratoire. Ce rythme est directement 

enregistrable au niveau des 4e racines cervicales ventrales (C4) et est classiquement assimilé à 

la CCR (Suzue, 1984, Johnson et al., 2012). δ’activité respiratoire produite par ces préparations 
demeure stable pendant plusieurs heures. Nos préparations ne contiennent pas les structures 

supra-bulbaires et périphériques, ce qui permet de restreindre toutes nos observations au réseau 

respiratoire bulbaire et de s’affranchir de l’influence des afférences périphériques et supra-

bulbaires. Ainsi, l’interprétation des résultats est beaucoup plus aisée puisque les structures 
centrales que l’on souhaite étudier sont isolées et ne reçoivent plus aucune information 

afférente. Ces préparations permettent donc d’analyser l’effet direct d’un facteur sur les 
structures bulbaires qui participent à l’élaboration et la régulation de la CCR. En effet, il est 
possible de modifier la composition du LCRa dans lequel les préparations sont immergées afin 

de modéliser différentes situations expérimentales (e.g. acidose métabolique modélisant 

l’hypercapnie in vivo) et/ou de réaliser des applications pharmacologiques (e.g. ETO, leptine). 

La température du bain de superfusion fixée à 26±1 ºC n’est pas physiologique mais permet 
une conservation cellulaire optimale et donc une stabilité de la préparation qui permet d’étudier 
la CCR pendant plusieurs heures (Voituron et al., 2011, Johnson et al., 2012). Enfin, le modèle 

de préparation ex vivo de bulbe rachidien-moelle épinière est utilisé en routine au sein du 

laboratoire dans lequel les expérimentations de ce doctorat ont été réalisées. δ’analyse de la fR 

en normopH (modélisation de la normocapnie in vivo) a été réalisée en dehors de toute 

manipulation pharmacologique et a permis d’apprécier sa stabilité au cours du temps, un indice 
de maitrise de l’approche chirurgicale et de non souffrance hypoxique. Nos valeurs de fR étaient 

par ailleurs, conformes aux données de la littérature (Ren & Greer, 2006a, Voituron et al., 2011, 

Joubert et al., 2016). 

Cependant ce modèle présente quelques limites. D’abord chez la souris nouveau-née il 

n’est possible d’ajouter en plus du bulbe rachidien, que la partie caudale du pont (Voituron et 
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al., 2011), alors que chez le rat nouveau-né l’extension rostrale à partir de la moelle épinière 
peut être bien plus importante en s’étendant jusqu’au diencéphale (Loiseau et al., 2014). En 

effet, l'inhibition qu’exercent les neurones noradrénergiques de la région A5 dans le pont caudal 

est connue pour exercer une influence modératrice sur le VRG en agissant par l'intermédiaire 

des récepteurs αβ. Cette inhibition est assez forte chez la souris, ce qui rend l'élimination de la 
partie rostrale du pont nécessaire pour permettre une activité spontanée du réseau neuronal 

respiratoire (Hilaire et al., 1989, Errchidi et al., 1991, Smith et al., 1990, Viemari et al., 2003, 

Hilaire et al., 2004, Viemari et al., 2004b, Voituron et al., 2011). En outre, les données de la 

littérature suggèrent que des structures mésencéphaliques exercent également une influence 

modératrice sur le VRG (Okada et al., 1998, Voituron et al., 2005). Il n’est donc pas possible 

sur nos préparations de bulbe rachidien-moelle épinières isolées d’apprécier l’influence de ces 
différentes subdivisions de l’encéphale (Okada et al., 1998, Voituron et al., 2005).  Par ailleurs, 

il est important de préciser que le rythme généré par les préparations, assimilé à un rythme 

respiratoire (Suzue, 1984), n’est pas pour autant un rythme respiratoire physiologique. En effet, 
la fréquence respiratoire basale générée par cette préparation est d’environ 10 cycles/min tandis 
qu’in vivo elle est environ de 200 cycles/min (Mortola, 1984, Quindry et al., 2016). Cette 

différence peut s’expliquer par l’absence de retour sensoriel périphérique, l’absence 
d’afférences diencéphaliques et corticales ou encore par le maintien de la préparation en 
hypothermie (LCRa maintenu à 26± ºC) (Peever et al., 1999). De plus, l’absence de perfusion 
via le réseau vasculaire est un facteur limitant de cette préparation, puisque l’apport en 
dioxygène et l’élimination des déchets métaboliques (CO2/H+) ne s’effectuent que par 
diffusion. Il est donc possible qu’au fil du temps, la lenteur de cette diffusion provoque une 
hypoxie et/ou une acidose tissulaire au cœur du tissu nerveux perturbant le fonctionnement des 
neurones respiratoires (Brockhaus et al., 1993, Okada et al., 1993). En effet, la technique de 

superfusion utilisée entraine la formation d’un gradient de pression tissulaire d’O2, de K+ et 

d’H+ provoquant une hypoxie, une hyperkaliémie et une acidité au sein des tissus, occasionnant 

un dysfonctionnement cellulaire. Néanmoins, il est admis que les neurones respiratoires, 

localisés à une profondeur comprise en 300 et 600 µM chez le rongeur sont correctement 

dioxygénés et fonctionnent normalement (Johnson et al., 2012). Une autre limite de cette 

technique est l’âge auquel il est possible de l’utiliser, c’est-à-dire seulement des âges fœtaux 
tardifs et post-nataux précoces. En effet, ces préparations ne sont viables que pendant une 

période de temps limitée entre 0 et 5 jours post-natals. Au-delà, la maturation du SNC et en 

particulier sa myélinisation induit une réduction de la diffusion d’O2 au sein des tissus qui 

génère un état hypoxique incompatible avec un bon fonctionnement des neurones respiratoires. 

De plus, il y a une meilleure tolérance à l’hypoxie du réseau respiratoire des nouveau-nés grâce 

à un plus grand métabolisme anaérobie, qui diminue durant le développement post-natal 

(Wong-Riley, 1989, Bomont et al., 1992). Cela empêche malheureusement l’étude de la CCR 

par cette technique à des âges plus avancés. δ’étude de l’effet d’une stimulation chronique 
d’Epo ou de leptine sur le tronc cérébral isolé ne peut donc pas être réalisée, et nécessiterait des 
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moyens d’étude permettant l’enregistrement du nerf phrénique in situ dans un animal où le 

bulbe rachidien ne reçoit aucune afférence périphérique. La préparation de tronc cérébral et 

cœur fonctionnel isolés, qui est valide à des âges plus avancés que le cinquième jour post-natal 

(Paton, 1997), pourrait ici être utile et envisagée par la suite. D’autre part, l’étude précise des 
neurones respiratoires dans le tronc cérébral, par la technique de patch-clamp, permettrait de 

déterminer l’effet de nos drogues, en visualisant la réponse directe des neurones respiratoires.  
Malgré les intérêts de cette approche, des contraintes demeurent, imposant ainsi la 

nécessité d’une approche expérimentale alternative et complémentaire. Il faut aussi garder en 

mémoire lors de l’interprétation des résultats que ceux-ci ne sont pas directement applicables à 

l’animal entier et représentent précisément la réponse du réseau respiratoire bulbaire au 

stimulus directement appliqué.   

 La détection immunohistochimique de c-FOS comme marqueur 

d’activité neuronale 

δors de ce travail doctoral, l’étude des variables respiratoires a été associée à l’analyse 
de l’expression du proto-oncogène c-fos au niveau de neurones participant au contrôle 

respiratoire localisés à différents niveaux de l’encéphale. La mise en évidence de la protéine c-

FOS par immunohistochimie dans les noyaux des neurones comme marqueur d'activité 

neuronale est largement admise au sein de la communauté scientifique depuis une trentaine 

d’années (Dragunow & Faull, 1989, Hughes & Dragunow, 1995, Herdegen & Leah, 1998, 

Kubik et al., 2007). Ainsi, elle a été utilisée à de nombreuses reprises pour mettre en évidence 

une activation neuronale au sein des populations de neurones modulant la commande 

respiratoire dans des conditions physiologiques variées i.e. hypoxie, hypercapnie, application 

de substances pharmacologiques in vivo (Erickson & Millhorn, 1994, Teppema et al., 1997, 

Berquin et al., 2000a, Bodineau & Larnicol, 2001, Cayetanot et al., 2002) et ex vivo (Bodineau 

et al., 2001, Okada et al., 2002, Saadani-Makki et al., 2004).  

Le gène c-fos est un gène d’expression précoce codant pour une protéine agissant 
comme facteur de transcription pour des gènes en aval (Dragunow et al., 1989, Hughes & 

Dragunow, 1995, Perrin-Terrin et al., 2016a). Ces gènes sont rapidement induits suite à une 
stimulation cellulaire. Une activité neuronale telle qu’un potentiel d’action ou la liaison d’un 
neurotransmetteur sur son récepteur déclenche une cascade cellulaire impliquant des seconds 

messagers, comme le Ca2+, et l’activation de protéines kinases. Ceci mène à la phosphorylation 
de facteurs de transcription distincts comme CREB (cAMP Response-Binding Protein), 

induisant une transcription de gènes précoces tels que c-fos, suivie d’une traduction des 
protéines correspondantes telles que c-FOS. Gilman (Gilman et al., 1986, Morgan & Curran, 

1986, Greenberg et al., 1987, Yamamoto et al., 1988, Sheng et al., 1990). La détection du 

produit des gènes d’expression précoces permet de visualiser post-mortem les zones 
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encéphaliques activées lors d’une stimulation effectuée en amont et ainsi de se focaliser sur 
l’ensemble des neurones de ces structures et plusieurs régions encéphaliques en même temps. 

Cependant, l’interprétation des données fournies par la détection immunohistochimique 

de c-FOS doit tenir compte de certaines limitations. Le niveau basal de c-FOS est relativement 

faible et ne permet donc pas de manière optimale d’observer la diminution d’activité dans une 
structure, contrairement à d’autres marqueurs qui présentent un niveau basal plus important 

(Hughes & Dragunow, 1995, Herrera & Robertson, 1996, Buritova & Besson, 1999). De plus, 

cette technique ne permet pas en soi d’affirmer qu’une structure est nécessaire à la réponse aux 
stimuli. Par ailleurs, le désavantage majeur de l’utilisation des gènes d’expression précoces 
comme c-fos est le fait que l’activité neuronale visualisée n’est pas forcement spécifique à la 
stimulation effectuée en amont. En effet, la diversité des stimuli susceptibles d’induire des 
modifications de l’expression de c-fos peut être à l’origine d’erreurs d’interprétations. Par 
exemple, la protéine c-FOS ayant une durée de demi-vie de 90 à 100 minutes (Herdegen & 

Leah, 1998), le niveau d’expression basal peut être affecté par le passé récent de la préparation 
ou de l’animal, comme le changement d’environnement ou encore la procédure chirurgicale. Il 

est donc nécessaire de minimiser les manipulations pouvant induire des modifications de 

l’activité neuronale qui ne sont pas liées au stimulus étudié. Afin de parer à ce biais 
expérimental, il a été indispensable de standardiser rigoureusement les conditions 

expérimentales de façon à ce que seul le paramètre qui diffère entre les animaux témoins et 

exposés soit responsable des effets observés. Les préparations ex vivo consacrées à 

l’immunohistochimie étaient transférées vers la solution de fixateur dès la fin de la période de 

stimulation et/ou de maintien dans les conditions basales, sans retour aux conditions témoins 

car cette période de récupération étant, à elle seule, capable de modifier l’expression de c-fos 

au sein des populations neuronales étudiées. Les animaux in vivo dont nous avons prélevé les 

encéphales ont été stimulés et/ou maintenus dans les conditions basales dans le même 

environnement avant une période d’habituation. Ainsi, les modifications de l’expression de c-

fos sont spécifiquement dues au stimulus appliqué. Enfin, une période de stimulation d’au 
moins 30 minutes a été choisie car elle est suffisamment longue pour indure des modifications 

détectables de l’expression de c-fos en réponse à l’activation neuronale ayant lieu durant les 

premières minutes de l’exposition (Morgan et al., 1987, Herdegen et al., 1991, Okada et al., 

2002, Bodineau et al., 2004, Voituron et al., 2006, Voituron et al., 2011). 

 La technique de pléthysmographie corps entier comme mesure des 

variables ventilatoires 

La technique de pléthysmographie sur corps entier est une technique qui permet 

l’enregistrement des variables ventilatoires sur des animaux éveillés, non anesthésiés et non 
contraints. Ces conditions expérimentales représentent un très grand avantage car après une 
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période d’habituation, le stress imposé aux animaux durant les manipulations est limité, or il 
pourrait être susceptible d’influencer grandement leurs variables ventilatoires. Ces variables 
ventilatoires enregistrées peuvent donc être associées à une respiration au repos de l’animal. 
Deux systèmes d’acquisition différents ont été utilisés en fonction du stade de développement 
de la souris : 

- Chez le nouveau-né, en raison de la nécessité de maintenir l’animal dans des conditions 
de thermoneutralité, le pléthysmographe devait être placé dans une enceinte maintenue 

à 33±1°C (Blumberg & Sokoloff, 1998, Matrot et al., 2005, Gaultier et al., 2006). Pour 

ce système d’acquisition, la mesure des variables respiratoires s’effectuait en 

discontinu : le flux d’air était arrêté pendant des sessions de 15 secondes permettant 
l’enregistrement. δa possibilité qu’une hypercapnie se développe pendant cette session 
de mesure ne peut être exclue. Cependant, les valeurs de fR de base en normocapnie des 

nouveau-nés sont conformes aux données de la littérature (Bissonnette & Knopp, 2004a, 

Tree et al., 2014), un élément en faveur du non-développement d’une hypercapnie. 
D’autre part, cette hypothétique hypercapnie induite par le dispositif serait similaire 
entre les mesures effectuées chez les animaux témoins et exposés, dans les conditions 

de normocapnie et d’hypoxie. De plus, chez le nouveau-né, la précision des calculs du 

VT basée sur les données de pléthysmographie corps entier est contestée (Enhorning et 

al., 1998, Mortola & Frappell, 1998). En effet, la température du corps ainsi que 

l’humidité et la température de la chambre d’enregistrement sont difficiles à contrôler. 
Ces éléments conduisent à une grande variabilité des données obtenues dans des études 

effectuées chez des rongeurs nouveau-nés. Par conséquent, chez le nouveau-né, seule la 

fR a été analysée. 

- Chez l’adulte, le système d’acquisition utilisé (EεKA Technologies) permet de réaliser 

une mesure en continu des variables ventilatoires. La réponse ventilatoire de l’animal 
peut alors être directement visualisée et étudiée à travers les valeurs des variables fR et 

VT obtenues. Il a été possible de distinguer la part des chémorécepteurs périphériques 

de celle de chémorécepteurs centraux dans la réponse ventilatoire à l’hypercapnie. En 
effet, lors de nos expérimentations, la part de la chémosensibilité périphérique de celle 

centrale a été déterminée en mettant au silence l’activité des chémorécepteurs 
périphériques par l’hyperoxie (Dejours, 1962). Ainsi lors d’un mélange gazeux 
hypercapnique-hyperoxique, la réponse ventilatoire observée sera due à la modulation 

des chémorécepteurs centraux, l’activité des chémorécepteurs périphériques étant 
supprimée par l’hyperoxie. En comparant les variables ventilatoires obtenues sur les 
souris soumises à un mélange hypercapnique-normoxique et hypercapnique-

hyperoxique, il est possible d’appréhender la part centrale de la part périphérique dans 
la réponse ventilatoire à l’hypercapnie. D’autres avantages de cette technique résident 
dans la facilité à soumettre l’animal étudié à différents environnements gazeux 
permettant d’explorer le chémoréflexe périphérique et central. Enfin, la 
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pléthysmographie permet d’enregistrer la réaction physiologique de l’organisme entier 

face à un stimulus contrôlé. εême s’il est très intéressant d’aller étudier le SNC ex vivo, 

il faut replacer les données obtenues dans le contexte d’un animal entier in vivo, la 

réaction d’un organe isolé ne caractérisant pas celle de l’organisme. Cependant, si 

l’aspect physiologique est des plus importants, une limite de cette technique serait de 
ne pas pouvoir considérer précisément les mécanismes mis en jeu de nos molécules 

d’intérêt (ETO,Epo,leptine).  

 L’utilisation de souris transgéniques Epo-Tagh et ob/ob  

Les possibilités de manipulations sélectives du génome de la souris ont permis 

d’avancer dans la connaissance des gènes intervenant dans la genèse et la modulation de la 
CCR en renseignant sur le rôle du gène étudié en particulier. Dans ce travail, nous nous sommes 

intéressés en partie à l’implication de l’Epo et de la leptine sur la ventilation en hypercapnie. 
Pour cela, nous avons étudié les phénotypes ventilatoires et/ou la CCR sur des souris Epo-Tagh 

sous-exprimant l’Epo de manière systémique due à une perturbation ciblée dans la région 5’ 
non traduite du gène codant l’Epo (Pichon et al., 2016) et sur des souris ob/ob déficientes en 

leptine fonctionnelle due à une mutation non-sens du gène codant la leptine (Zhang et al., 1994). 

Les souris transgéniques ont été comparées à des souris sauvages de même fonds génétique. 

δ’interprétation des résultats sur ces souris transgéniques présente un certain nombre de 

limitations. Le gène étudié peut être exprimé dans les structures neuro-anatomiques du contrôle 

respiratoire mais également dans d’autres structures encéphaliques et organes, ce qui rend plus 
complexe l’interprétation du phénotype dont les causes peuvent donc être multifactorielles. Par 

ailleurs, la sous-expression ou la déficience des protéines Epo et leptine est permanente et non 

limitée dans le temps, ce qui permet la possibilité d’intervention de phénomènes compensateurs 
pouvant être responsables pour une part du phénotype observé et donc biaiser l’interprétation 
des résultats visant à attribuer un rôle à la protéine étudiée (Nadeau, 2001). Enfin, la principale 

interrogation dans l’interprétation des résultats est la validité de la transposition à l’Homme des 
résultats obtenus chez le rongeur en dépit d’un haut degré de conservation du génome, 99% des 
gènes de la souris ont un homologue chez l’Homme (Guenet, 2005). La méthode reste 

néanmoins valable, à condition de ne pas en attendre ce qu'elle ne peut donner. Ces modèles de 

souris transgéniques contribuent à l'étude des différents fils de l'écheveau entremêlé de la 

modulation de la CCR en hypercapnie mais ne sauraient suffire à donner une vision 

physiologique de la fonction de la protéine étudiée. 
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 Expositions pharmacologiques : de la physiologie à l’expérimentation 

1. Exposition au désogestrel et à l’ETO, principal métabolite actif 
Après une prise orale d’une pilule contraceptive contenant la dose quotidienne de 75µg 

de désogestrel, celui-ci est absorbé et converti au niveau hépatique en ETO, son principal 

métabolite actif. Sa concentration plasmatique maximale est atteinte au bout de 2 heures et sa 

biodisponibilité est de 76%, soit 57μg dans le sang (Timmer et al., 1999). Les progestatifs et 

leurs métabolites retrouvés sous forme libre dans le plasma sont capables de traverser la 

barrière-hémato-encéphalique (Pardridge & Mietus, 1979). En prenant en considération la 

proportion libre d’ETO plasmatique (β%) (Schindler et al., 2003), théoriquement, 1,14μg 
d’ETO correspondant à γ,5nmol est susceptible de traverser la BHE. Si l’on considère la masse 
moyenne d’une femme adulte comme étant d’environ 60kg, cette exposition à l’ETO 
correspond à une concentration d’environ 0,019ng/g au sein du SNC. Les données de la 

littérature montrent que la concentration plasmatique maximale d’ETO est similaire après une 
administration aiguë et chronique de DSG (Timmer et al., 1999). Lors de ce travail doctoral, 

nous avons testé des concentrations d’ETO allant de 0,05 à βμε (0,05, 0,5, 1 et βμε) sur nos 
préparation ex vivo de bulbe rachidien-moelle épinière isolées. En prenant en considération le 

volume de la cuve de superfusion des préparations, la quantité molaire d’ETO présente dans la 
cuve varie donc de 0,5 à 20nmol (0,5, 5, 10 et 20nmol).  

δa prise en compte de l’ensemble de ces informations suggère que les fourchettes testées 
sont dans le même ordre de grandeur que ce qui se passe physiologiquement chez la femme 

adulte au sein du SNC (3,5nmol) et que la concentration de 0,5με (correspondant à 5nmol) 
semble être la concentration qui se rapproche le plus de la quantité théorique d’ETO ayant 
traversé la BHE chez la femme adulte (3,5nmol). 

2. Exposition à la leptine 

Lors de ce travail doctoral, nous avons testé des concentrations de leptine allant de 10-

16 M à 10-8 M (10-16, 10-14, 10-12, 10-10, 10-8M) sur nos préparations de bulbe rachidien-moelle 

épinière. Ces travaux ne sont pas présentés dans la partie 3 des résultats « Implication de la 

leptine dans la ventilation en nornocapnie et en hypercapnie » par manque de temps mais ils 

sont évoqués dans la partie 4 de la discussion « Modulation de la ventilation en normocapnie et 

en hypercapnie par la leptine ». Nous sommes partis des concentrations physiologiques, 

plasmatiques et cérébrale de leptine chez la souris rapportées dans plusieurs études comme étant 

respectivement d’environ de 1βng/mδ soit 7,5.10-10 M et de 0,018ng/mL soit 1,125.10-12M (Van 

Heek et al., 1997, Li et al., 2013c, Hart et al., 2016, Hart et al., 2017). Il semblerait que 

seulement 0,15% de la concentration de leptine plasmatique totale soit retrouvés dans le SNC 

après 5 minutes (Hart et al., 2017). Considérant un ordre de grandeur physiologique de 10-12M 

pour la concentration endogène de leptine dans le LCR, nous avons décliné autour de cette 
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valeur, de manière croissante et décroissante, des concentrations de leptine dans le LCRa en 

immergeant nos préparations ex vivo afin de pas nous éloigner de la concentration de leptine 

cérébrale endogène observée in vivo et d’être dans des conditions se rapprochant de la 

physiologie de l’animal entier. Par ailleurs, les études antérieures à la nôtre s’intéressant à 
l’effet central de la leptine sur la ventilation ont testé soit par micro-injections au sein de 

structures cérébrales respiratoires comme le NTS et le RTN/pFRG chez le rat et la souris 

(Inyushkin et al., 2009, Inyushkina et al., 2010, Bassi et al., 2014), soit par bain sur des tranches 

bulbaires de rat (Bassi et al., 2013), des applications de leptine allant de 10-4M à 10-8M. 
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Partie 1: Modulation de la ventilation en 
normocapnie par l’ETO 

Un des objectifs de ce doctorat était de déterminer l’effet du désogestrel sur la 
ventilation de base en analysant de manière rétrospective les variables respiratoires de base des 

deux patientes CCHS pour lesquelles une récupération de la chémosensibilité au CO2/H+ a été 

observée (Straus et al., 2010) et de déterminer chez l’animal les mécanismes impliqués dans 
l’effet de l’ETO, principal métabolite actif du désogestrel, au niveau du bulbe rachidien, région 
encéphalique qui contient une partie des structures essentielles à la genèse de la CCR.  

Les résultats obtenus, présentés dans la partie 1 des résultats, ont mis en évidence que 

l’étonogestrel, métabolite du désogestrel induit une augmentation de la CCR en conditions 

basales sur des préparations ex vivo de bulbe rachidien-moelle épinière par une action bulbaire 

et également une augmentation de la ventilation des souris nouveau-nées in vivo d’une 
amplitude comparable à ce que nous avons observé chez les patientes Ondine. Les 

investigations d’histologie fonctionnelle et pharmacologiques suggèrent que ces effets seraient 

médiés par des neurones sérotoninergiques des noyaux du raphé RPa et ROb et notamment en 

modulant les effets qu’exercent les récepteurs GABAA et NMDA sur la fR (Joubert et al., 2016). 

Une autre étude, réalisée au sein du laboratoire, menée sur des préparations ex vivo de SNC 

isolé de rats nouveau-nés entre de 0 à 4 jours, a permis de mettre en évidence que l’ETO 
augmentait la réponse respiratoire au CO2/H+ par un ou plusieurs mécanismes dépendant des 

structures supra-bulbaires (Loiseau et al., 2014). Par ces actions, ce progestatif pourrait donc 

être responsable d’une élévation de la CCR impliquée dans les effets observés chez les patients 
atteints du syndrome d’Ondine placés sous désogestrel.  

 Le désogestrel améliore la ventilation de base chez des patientes CCHS  

Aucune étude n’était disponible dans la littérature concernant l’effet de ce progestatif 
sur les variables ventilatoires de base et sur l’adaptation de la ventilation à l’hypercapnie, que 

ce soit chez des sujets sains ou atteints d’hypoventilation centrale avant l’observation clinique 
de Straus et collaborateurs qui nous a conduit à réaliser ce travail en reportant une récupération 

de la chémosensibilité au CO2/H+ chez deux patientes CCHS après exposition au désogestrel 

(Straus et al., 2010). δ’étude rétrospective que nous avons réalisée chez les deux patientes 

CCHS a montré une corrélation entre la prise du progestatif et une augmentation de la fR de 

base. Cette dernière était accompagnée d’une diminution de la PETCO2, reflet d’une meilleure 
efficacité de la ventilation. Cette observation est importante au regard de certains patients 

CCHS qui présentent à l’éveil une PETCO2 trop élevée. C’est à la suite de ces observations, 
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qu’une étude clinique, mise en place en β010 par le Pr Straus3, a testé l’effet du progestatif sur 
la réponse ventilatoire à l’hypercapnie de patientes CCHS. δes résultats préliminaires ont 
montré une grande hétérogénéité en termes de réponse ventilatoire à l’hypercapnie après 
exposition au progestatif à savoir que certaines patientes répondent au progestatif et d’autres 
non. De plus, une autre étude a montré qu’une patiente CCHS placée sous désogestrel ne 
présente pas de récupération de la chémosensibilité au CO2/H+ (Li et al., 2013a). Ces résultats 

contradictoires suggèrent un effet idiosyncrasique et/ou un mécanisme d’action complexe de la 
molécule. Ainsi identifier et comprendre les bases physiologiques de la récupération de la 

chémosensibilité au CO2/H+ induite par l’ETO est une condition préalable importante afin 
d’évaluer les conditions dans lesquelles ce progestatif pourrait constituer une piste 
thérapeutique pour le traitement de CCHS et des CHS en général. 

Ce travail doctoral s’est focalisé sur les potentielles actions centrales que pourrait 
exercer l’ETO. En effet, les stéroïdes naturels ou synthétiques sont considérés comme neuro-

actifs car ils ont la capacité de passer la BHE (Pardridge & Mietus, 1979) et d’initier des voies 
génomiques et non génomiques influençant les fonctions neuronales (Baulieu, 1991, Barann et 

al., 1999, Behan & Wenninger, 2008, Brinton et al., 2008, Behan & Kinkead, 2011). De plus, 

il est admis que la chémosensibilité au CO2/H+ est principalement sous-tendue par des 

mécanismes centraux (Nattie, 1999, Lahiri & Forster, 2003, Chernov et al., 2010, Guyenet et 

al., 2010b, Guyenet et al., 2010a, Guyenet, 2014, Guyenet & Bayliss, 2015b). 

 L’ETO exerce un effet facilitateur sur la fR de base par des mécanismes 

bulbaires 

δ’utilisation de la préparation isolée de bulbe rachidien-moelle épinière nous a permis 

de restreindre nos observations aux effets bulbaires de l’ETO et d’apporter des éléments de 
réponse concernant les mécanismes associés à l’effet facilitateur du progestatif sur la fR de base. 

Nos résultats, en accord avec les observations obtenues par notre analyse rétrospective chez les 

deux patientes CCHS de l’étude de Straus et collaborateurs (Straus et al., 2010), suggèrent que 

l’augmentation de la fR observée chez ces patientes dépende au moins en partie de mécanismes 

bulbaires. En effet, l’exposition de préparations ex vivo de bulbe rachidien-moelle épinière à 

l’ETO a montré que le progestatif induisait une élévation dose-dépendante de la fR pour des 

concentrations allant de 0,05 à βμε.  
δ’utilisation de la détection immunohistochimique de c-FOS sur les bulbes rachidiens 

issus de préparations ex vivo nous a permis d’identifier des structures bulbaires dont les 
neurones présentaient une modification de leur activité en réponse à l’exposition à l’ETO et qui 
pourraient donc potentiellement être impliquées dans l’effet facilitateur de l’ETO observé sur 

                                                 
3 Etude « RespirOndine » (NCT01243697) mise en place en 2010 par le Pr Christian Straus 
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la fR ex vivo. Parmi ces structures, les noyaux des raphés semblent tenir une place importante. 

Ces noyaux, impliqués dans le contrôle de la respiration (Cao et al., 2006a, Depuy et al., 2011, 

Cerpa et al., 2015), contiennent différents neurotransmetteurs ou neuromodulateurs telle que la 

sérotonine ou encore le GABA (Kachidian et al., 1991, Stamp & Semba, 1995). Les données 

de la littérature suggèrent que le RPa et le ROb exercent un effet facilitateur sur la ventilation 

via une signalisation sérotoninergique (Lalley, 1986b, Cao et al., 2006a, Cao et al., 2006b). Nos 

résultats nous ont permis de valider l’hypothèse selon laquelle les neurones sérotoninergiques 
de ces deux structures pourraient participer en partie à l’effet facilitateur bulbaire de l’ETO. En 
effet, nous avons pu déterminer qu’une forte proportion des neurones c-FOS-positifs après 

exposition à l’ETO étaient sérotoninergiques et que l’effet facilitateur induit par l’ETO ex vivo 

était supprimé lorsque les systèmes sérotoninergiques étaient pharmacologiquement bloqués. 

En plus de nos résultats, notre hypothèse peut être corroborée par certaines données de la 

littérature qui ont mis en évidence une augmentation de la fréquence de décharge de neurones 

sérotoninergiques corrélée à une augmentation du niveau plasmatique de progestérone (Klink 

et al., 2002). Par ailleurs, la participation des neurones sérotoninergiques des noyaux des raphés 

caudaux peut impliquer les connexions excitatrices entre le ROb et la VLM, et plus 

particulièrement avec le PréBötC (Ptak et al., 2009). Outre les neurones sérotoninergiques des 

noyaux des ROb et RPa, les neurones du NTSc/m et de la VLM ont montré également une 

modification de leur activité révélée par l’expression de c-fos.  

δes mécanismes enclenchés par l’ETO pourraient dépendre de son interaction avec des 
récepteurs spécifiques ou non à la progestérone qu’ils soient membranaires ou nucléaires mais 
aussi à des récepteurs appartenant à un autre système de neurotransmission. Parmi ces acteurs 

moléculaires qui pourraient être la cible de l’ETO, les récepteurs membranaires à actions non-

génomiques semblent être tout à fait appropriés au regard de nos conditions expérimentales. En 

effet, dans notre étude, le temps d’exposition à l’ETO est relativement court (γ0minutes). Il 
semble donc peu probable que les effets observés sur la fR soient sous-tendus par des effets 

génomiques, même si l’hypothèse ne peut pas être exclue. Les données de la littérature nous 

ont conduit à examiner une possible interaction avec le récepteur GABAA (Park-Chung et al., 

1999, Belelli & Lambert, 2005). En effet, les stéroïdes endogènes et synthétiques sont des 

modulateurs allostériques du récepteur GABAA. Les résultats obtenus au cours des 

investigations de co-applications pharmacologiques suggèrent effectivement l’implication 
d’une interaction avec le récepteur GABAA dans l’effet de l’ETO. δ’influence de l’ETO sur les 
récepteurs GABAA est différente selon la concentration du progestatif. En effet, le blocage des 

systèmes GABAAergiques modifie l’effet de l’ETO de manière dose-dépendante à savoir une 

suppression partielle de l’effet facilitateur à 0,05με d’ETO alors qu’elle est totale à βμε. Il 
possible que cette action non linéaire de l’ETO sur le récepteur GABAA s’explique par 
l’activation de différents types de récepteurs GABAA en fonction de la concentration du 

progestatif (Belelli et al., 2002, Belelli & Lambert, 2005). En effet, certains neurones exprimant 

les récepteurs GABAA sont plus sensibles que d’autres aux neurostéroïdes. Ainsi, à faible 
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concentration de neurostéroïdes, certains neurones réagissent alors qu’il faut une plus forte 
concentration pour observer le même effet sur d’autres neurones (Belelli & Lambert, 2005). En 

effet, bien que peu de données soient disponibles concernant l’effet de progestatifs de la famille 
des gonanes sur les récepteurs GABAA, des études réalisées sur des progestatifs de la famille 

des prégnanes ont montré qu’en fonction de la concentration du stéroïde, des récepteurs de 
composition en sous-unités différente pouvaient être activées. Par exemple, les récepteurs 

contenant les sous-unités α1 et α3 sont activés par de faibles concentrations d’allopregnanolone 
alors que l’activation de récepteurs qui contiennent les sous unités α2, α4, α5 ou α6 nécessite 

des concentrations 3 à 10 fois plus élevées (Belelli et al., 2002). De même, les récepteurs qui 

contiennent les sous unité 1 sont moins sensibles à l’allopregnanolone que les récepteurs qui 
expriment les sous unités 2 ou 3 (Belelli et al., 2002). Au regard de nos résultats, une 

hypothèse possible est qu’à une concentration de βμε, l’ETO agirait sur des récepteurs GABAA 

contenant des sous unités α1 et γ alors qu’à 0,05με, il interagirait avec des récepteurs GABAA 

contenant des sous unités α2,4,5 ou 6.  

Par ailleurs il a été montré que des métabolites de la progestérone appliqués en aiguë 

influençaient la CCR et en particulier la fR en modulant négativement ou positivement les 

récepteurs GABAA ; sur des préparations de bulbe rachidien-moelle épinière de rat nouveau-né 

il a été mis en évidence que l’allopregnanolone module positivement les récepteurs GABAA et 

induit une diminution de la fR alors que la DHEA module négativement les récepteurs GABAA 

et induit une augmentation de la fR (Ren & Greer, 2006b). Ainsi, au même titre que ces 

neurostéroïdes, l’étonogestrel pourrait exercer son action facilitatrice sur la fR en modulant 

négativement l’activité du récepteur GABAA. Or, dans nos expériences de co-applications 

pharmacologiques sur les préparations ex vivo, nous observons une potentialisation par l’ETO 
de l’effet du muscimol sur le récepteur GABAA. Ceci suggère que l’ETO soit un modulateur 
positif de GABAA. Cette hypothèse est en accord avec le fait que la testostérone, molécule à 

partir de laquelle dérive l’ETO, est un modulateur positif de GABAA (Park-Chung et al., 1999) 

et que les modulateurs négatifs de GABAA sont caractérisés par une charge négative au niveau 

du carbone C3 (Park-Chung et al., 1999), ce qui n’est pas le cas de l’ETO qui y présente un 
groupe cétone (Grandi et al., 2014). En prenant en considération le fait que l’ETO exerce un 
effet facilitateur sur la fR, un effet potentialisateur de GABA sur GABAA, et que la liaison de 

GABA sur son récepteur engendre une inhibition du neurone au stade de développement étudié, 

notre hypothèse est que l’ETO exerce un effet indirect via une levée d’inhibition 
GABAAergique. En effet, nous suggérons que le progestatif entraine un renforcement de 

l’hyperpolarisation d’un neurone lui-même inhibiteur de la fR induisant une diminution de 

l’inhibition qu’il exerçait sur la fR et donc aboutissant à une élévation de la fR. Les données de 

la littérature suggèrent que ces neurones inhibiteurs de la fR pourraient être localisés en partie 

au niveau du RMg. En effet, sa stimulation induit un effet modérateur sur la ventilation (Lalley, 

1986b, Aoki & Nakazono, 1992, Cao et al., 2006a) via une signalisation GABAergique (Cao 

et al., 2006b). Nos données immunohistochimiques ne montrent pas de différences en termes 
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de nombre de neurones activés dans cette structure en présence ou en absence d’ETO, ce qui 

n’est pas en désaccord avec notre hypothèse. Cependant, l’immunoréactivité de la protéine c-

FOS ne constitue pas un bon outil pour identifier ces neurones inhibiteurs en raison de la faible 

expression basale de c-fos rendant difficile l’observation d’une diminution du nombre de 
neurones activés (Kovacs, 1998).  

A la concentration de 0,05με d’ETO, le blocage des récepteurs GABAA n’abolit pas 
complètement la facilitation induite par l’ETO suggérant l’implication d’autres cibles. δe 
récepteur NεDA est un bon candidat puisqu’il est impliqué dans le contrôle de la ventilation 

(Greer et al., 1991, Funk et al., 1997) et est connu pour être modulé par les neurostéroïdes 

(Korinek et al., 2011). Nos résultats de co-application pharmacologique suggèrent que l’ETO 
potentialise l’effet du NεDA sur le récepteur NεDA à 0,05με et que l’effet facilitateur induit 

par l’ETO est supprimé après le blocage des récepteurs NεDA. Nos résultats 
d’immunohistochimie montrent quant à eux une augmentation de l’expression de c-fos au 

niveau du NTSc/m uniquement à 0,05με d’ETO sans qu’il y ait de neurones TH-positifs 

activés. En prenant en compte l’ensemble de ces résultats, notre hypothèse est qu’à cette 
concentration, l’ETO modulerait les récepteurs NMDA localisés au niveau de neurones du 

NTSc/m (Lin et al., 2008), dont la modulation par certains stéroïdes a déjà été démontrée (Xue 

& Hay, 2003).  

δ’utilisation d’animaux nouveau-nés in vivo nous a permis de déterminer l’effet 
facilitateur de l’ETO sur la fR sur l’animal en entier. L'ETO augmente la fréquence de base in 

vivo chez la souris nouveau-née dans des proportions similaires à ce qui est observé sur les 

préparations ex vivo. Bien que le stade de développement soit différent, cette augmentation est 

similaire à celle observée chez les patientes adultes CCHS et confirme nos résultats obtenus ex 

vivo sur le rôle facilitateur de l’ETO sur la fR. 

 Perspectives 

Cette partie du travail doctoral avait pour objectif de mieux comprendre le mécanisme 

d’action de l’ETO, un progestatif de la famille des gonanes, afin d’avancer dans la 

compréhension des mécanismes à l’origine de son influence sur la CCR en conditions basales 
de patientes Ondine exposées au désogestrel et ainsi plus généralement de déterminer si les 

mécanismes enclenchés par les progestatifs de la famille des gonanes visant à moduler la CCR 

pourraient être utilisés comme une alternative thérapeutique pertinente pour le traitement des 

troubles respiratoires rencontrés chez des patients souffrant de syndrome d’hypoventilation 
centrale. Ce travail a été essentiellement focalisé sur les mécanismes centraux mis en jeu par 

l’ETO en normocapnie. δ’étude rétrospective nous a permis de révéler un effet facilitateur du 
désogestrel sur la fR de base chez les deux patientes CCHS ayant présenté une récupération de 

la chémosensibilité au CO2/H+ après exposition au DSG (Straus et al., 2010). Les données 

obtenues chez l’animal grâce à des approches ex vivo et in vivo ont permis de mettre en évidence 
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un effet dose-dépendant de l’ETO sur la fR de base en normocapnie. δ’effet global du progestatif 
semble résulter de la sommation d’un effet facilitateur bulbaire dépendant d’interactions avec 

des récepteurs GABAA et NεDA et de l’activation des systèmes sérotoninergiques. D’autres 
données du laboratoire obtenues dans le cadre des doctorats de Camille LOISEAU et Fanny 

JOUBERT ont également permis de caractériser certains aspects relatifs à l’effet sur la CCR du 
progestatif dans des conditions d’hypercapnie. δà encore, les résultats obtenus soulignent la 
complexité d’action de ce progestatif avec une potentialisation de l’augmentation de la fR 

induite par l’acidose métabolique dépendant de structures supra-bulbaires observée dans une 

gamme de concentration bien particulière. 

δa complexité apparente de l’action ventilatoire du désogestrel et plus particulièrement 
de son métabolite actif l’ETO est sans doute au moins en partie liée à la diversité des cibles 
moléculaires du stéroïde et de la dose administrée. Cette complexité pourrait expliquer le 

caractère sensible ou résistant des patientes CCHS au désogestrel (Straus et al., 2010, Li et al., 

2013a). La dose à administrer pour chaque patiente pourrait dès lors être évaluée au cas par cas, 

en fonction de la présence, par exemple, de troubles du métabolisme hépatique qui entrainerait 

des variations de la concentration sérique en désogestrel. 

La caractérisation précise des mécanismes à l’origine de la potentialisation de la 
ventilation basale et de la réponse respiratoire à l’hypercapnie induit par l’ETO est bien 
évidement fondamentale au regard de notre problématique générale. D’autres expériences sont 
à réaliser in vivo à des stades de développement plus avancés afin d’intégrer les résultats ex vivo 

dans un organisme entier. D’autre part, les pistes actuellement envisagées en poursuite de ce 
travail consistent chez le rongeur sauvage à moduler, grâce des agonistes et antagonistes, les 

différents systèmes de neurotransmission identifiés comme cible de l’action du progestatif et à 
enregistrer la CCR ex vivo et la ventilation in vivo par pléthysmographie à différents stades de 

développement. Il sera intéressant dans ces différentes conditions, de cartographier les 

structures neuronales impliquées dans les effets respiratoires observés par la détection 

immunohistochimique de c-FOS. Les bénéfices ventilatoires observés en normocapnie comme 

en hypercapnie semblent, au moins pour leur origine, ne pas dépendre de la région du 

RTN/pFRG. C’est l’absence de neurones PHOXβB-positifs au niveau de cette région qui est à 

l’origine des déficits ventilatoires observés chez les patients CCHS. Ainsi, les éléments que 
nous avons pu obtenir dans le cadre de ce travail doctoral suggèrent que l’action du progestatif 
puisse s’exercer en absence des neurones PHOXβB-positifs du RTN/pFRG. Cette idée est par 

ailleurs en accord avec l’observation d’une récupération de la réponse respiratoire à une 

élévation du CO2 chez deux patientes exposées au désogestrel (Straus et al., 2010). Ainsi, les 

conditions les plus favorables à l’action du progestatif déterminées, il s’agira alors de 
d’apprécier la capacité de ces associations pharmacologiques à corriger les perturbations 
respiratoires de souris mutantes Phox2b qui modélisent le syndrome d’Ondine (Ramanantsoa 

et al., 2011). Cela permettra de caractériser au mieux les conditions dans lesquelles le 

progestatif pourrait être utilisé chez les patientes CCHS.  
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Pour conclure sur cette partie, les résultats obtenus ouvrent la voie à de nouvelles 

perspectives expérimentales à réaliser sur les rongeurs sauvages et mutants qui permettront 

d’avancer davantage dans la compréhension des mécanismes qui sous-tendent le phénotype 

CCHS mais aussi de déterminer les conditions dans lesquelles les progestatifs de la famille des 

gonanes peuvent constituer un traitement en nous permettant par exemple de comprendre 

comment solliciter à la fois les mécanismes facilitateurs bulbaires activés en normocapnie et 

supra-bulbaires activés en hypercapnie sans activer les mécanismes qui s’y opposent ou encore 
de mettre en lumière l’importance d’explorer de nouvelles pistes thérapeutiques. 
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Partie 2: Implication de l’Epo dans la ventilation 
en hypercapnie 

Un des objectifs de ce doctorat était de déterminer d’une part l’effet d’une déficience en 
Epo sur la ventilation lors d’une hypercapnie en analysant les variables ventilatoires de souris 

adultes déficientes en Epo (Epo-TAgh). D’autre part, nous avons cartographié les structures 
encéphaliques impliquées dans les réponses ventilatoires que nous avons observées in vivo à 

l’aide de l’analyse immunohistochimique de l’expression de c-fos sur les encéphales de ces 

souris et enfin nous avons analysé la CCR de préparations ex vivo de moelle épinière-bulbe 

rachidien sur des souris nouveau-nées Epo-TAgh et Tgβ1 à l’aide d’enregistrements 
électrophysiologiques au niveau de C4. 

εême si ce rôle ne semble pas être indispensable à l’obtention d’une réponse 
ventilatoire à l’hypercapnie suffisante, les résultats obtenus, présentés dans la partie β des 
résultats, suggèrent un rôle de l’Epo dans la mise en place du patron ventilatoire en réponse à 

l’hypercapnie.  

 La déficience chronique en Epo modifie la réponse ventilatoire à 

l’hypercapnie chez l’adulte 

δa réponse ventilatoire à l’hypercapnie de souris sauvages a montré une augmentation 
de la ventilation via une augmentation du VT, sans modification de la fR. Ces observations 

concordent avec des études précédentes qui avaient suggéré une régulation de l’homéostasie au 
CO2 majoritairement par le VT (Ohashi et al., 2013, Wakai et al., 2015). Contrairement aux 

souris sauvages, les souris Epo-TAgh ont présenté lors d’une hypercapnie une augmentation 

plus importante du V̇E consécutive à une augmentation du VT et également de la fR. Il semblerait 

à la lumière de ces résultats que l’Epo ne soit pas nécessaire à l’obtention d’une réponse 
ventilatoire à l’hypercapnie suffisante, ce qui a également été suggéré lors d’une étude 
antérieure (Ballot et al., 2015b). En effet lors de cette étude, des souris adultes et nouveau-nées 

(10 jours post-natals) ont reçu une injection intra-cisternale de sEpo-R (récepteur soluble à 

l’Epo jouant le rôle d’antagoniste naturel de l’Epo) ou de sérum physiologique. Vingt-quatre 

heures plus tard les variables ventilatoires évaluées par pléthysmographie, après une 

normocapnie ou une hypercapnie, ne montrent pas de différence entre les souris, adultes ou 

nouveau-nés, injectées avec du sEpo-R et du sérum physiologique. Les auteurs de l’étude 
concluent que l’Epo endogène ne contribue pas à la modulation centrale de la réponse 
ventilatoire à l’hypercapnie. Cependant, nos résultats suggèrent un effet de l‘Epo sur le contrôle 
du patron ventilatoire en réponse à l’hypercapnie car la manière de répondre des souris Epo-

TAgh à l’hypercapnie est différente des souris sauvages. En effet, l’hyperventilation plus 
importante chez ces souris Epo-TAgh

 peut s’expliquer par une augmentation de la fR en plus de 
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celle du VT. Cette augmentation de la fR, reflet du rythme de la commande respiratoire, laisse 

supposer que la déficience chronique en Epo a entrainé une modulation de la CCR. En effet, 

étant donné la nature permanente de la déficience due à une mutation constitutive, il est tout à 

fait possible que des mécanismes compensatoires aient été mis en place par les souris Epo-TAgh 

afin de pouvoir faire face à l’hypercapnie malgré leur déficience en Epo. Une des hypothèses 
avancées serait que la déficience chronique en Epo entraine un remaniement du réseau neuronal 

respiratoire activé par une élévation de CO2/H+. 

D’autres hypothèses pourraient expliquer ces résultats. δ’une d’elle consiste à imaginer 
que les souris Epo-TAgh anémiques auraient pu développer différentes stratégies afin 

d’augmenter le transport de dioxygène. Il a été montré dans une étude qu’une hémodilution 
chez le lapin avait pour effets d’augmenter le débit cardiaque et sanguin au niveau cérébral, 
sans aucun changement au niveau de la ventilation (Deem et al., 1999). Ces adaptations 

pourraient empêcher l’apparition d’une hypercapnie au niveau artériel, ce qui aurait pour effet 
de stimuler les chémorécepteurs périphériques et centraux et ainsi augmenter la ventilation. 

Chez ces animaux anémiques, une augmentation basale de la ventilation serait contreproductive 

de par la forte demande en énergie et en dioxygène des muscles respiratoires chez des animaux 

pour lesquels le transport d’O2 est déjà limité. Pris ensemble, ces résultats suggèrent un rôle de 

l’Epo dans l’adaptation des souris Epo-TAgh à la déficience en Epo. Une approche 

d’immunohistochimie fonctionnelle nous a permis de cartographier les structures respiratoires 
bulbaires activées durant l’hypercapnie chez les souris Epo-TAgh et les souris sauvages. 

 Mécanismes sous tendant les effets de l’Epo sur la chémosensibilité au 

CO2/H+ chez l’adulte 

Nos investigations d’histologie fonctionnelle basées sur l’analyse de l’expression de c-

fos sur le bulbe rachidien de souris adultes Epo-TAgh et sauvages soumis à une hypercapnie ont 

montré d’une part chez les souris sauvages une augmentation de l’expression de c-fos dans les 

zones du bulbe rachidien déjà décrites dans la littérature, comme le c/mNTS, la VLM et le 

RTN/pFRG (Okada et al., 2002, Tankersley et al., 2002, Teppema et al., 1997). D’autre part, 
chez les Epo-TAgh, nous n’avons pas observé d’augmentation d’expression de c-fos au niveau 

du NTS, de la VLM mais une augmentation significative des neurones c-FOS-positifs au sein 

du RTN/pFRG même si elle est significativement réduite en regard de celle des souris sauvages 

et enfin une augmentation d’expression de c-fos au niveau des raphés pallidus et magnus qui 

n’était pas retrouvée chez les souris sauvages.  

δ’activation de cellules au niveau du NTS chez les souris sauvages pourrait être due à 
l’augmentation d’activité des corps carotidiens (Fitzgerald & Dehghani, 1982) qui, comme déjà 

décrit, projettent au niveau du c/mNTS (Torrealba & Claps, 1988a, Finley & Katz, 1992). En 

revanche, l’absence d’augmentation de neurones c-FOS positifs dans cette structure chez les 
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souris Epo-TAgh témoigne soit d’une altération du fonctionnement des corps carotidiens, soit 
d’un dysfonctionnement des neurones du NTS, les rendant incapables d’intégrer les 
informations provenant des corps carotidiens. δ’effet de l’Epo sur les corps carotidiens a été 

étudié notamment pendant la réponse à l’hypoxie (Soliz et al., 2005). Dans cette étude, 

l’injection intra-veineuse d’Epo avait entrainé une augmentation de la ventilation chez des 
souris sauvages. Différentes études démontrent que la signalisation érythropoïétinergique était 

indispensable au développement cérébral ainsi qu’à la prolifération des cellules progénitrices 

neuronales (Chen et al., 2007, Yu et al., 2002). Il a aussi été démontré que l’Epo était non 
seulement capable de stimuler la prolifération des cellules progénitrices neuronales mais 

également d’empêcher l’apoptose de ces cellules via le maintien de l’expression de facteurs 
anti-apoptotiques tels que Bcl-2 et Bcl-xL (Silva et al., 1996, Sola et al., 2005). Il est possible 

que la déficience en Epo aurait pu avoir pour effet de perturber in utéro la mise en place du 

réseau neuronal, notamment au niveau du NTS, ou alors d’altérer son fonctionnement, sans 
perturber le nombre de neurones mis en place. 

δ’absence d’augmentation du nombre de neurones c-FOS positifs au sein de la VLM 

n’était pas attendue alors que nous observons une augmentation de la ventilation en 
hypercapnie. En effet, l’activation des neurones de cette structure devrait constituer en partie le 
reflet d’une augmentation de la fR car la VLM contient en partie le complexe de pré-Bötzinger, 

générateur essentiel à la genèse du rythme respiratoire. Il a été mis en évidence que les 

récepteurs de l’Epo sont présents dans différents groupes neuronaux dont le complexe de pré-

Bötzinger (Soliz et al., 2005). En particulier, il a été montré que l’Epo s’exprime dans des 
neurones glutamatergiques (Xu et al., 2009) ainsi que dans des neurones synthétisants de la 

somatostatine ou exprimant un récepteur de la substance P (NK1R), qui sont des marqueurs 

trouvés également dans le complexe de pré-Bötzinger (Guyenet et al., 2002). δ’Epo pourrait 
donc agir directement sur le complexe de pré-Bötzinger. Dans ce contexte, il n’est donc pas 
invraisemblable qu’en cas de déficience en Epo, nous n’observions pas de marquage c-fos au 

niveau des neurones de la VLM et que l’augmentation de la fR soit relayée par d’autres structures 
du réseau neuronal respiratoire telles que le RTN/pFRG où nous avons pu observer une 

augmentation d’expression de c-fos ou encore le RPa et le RMg qui contiennent des neurones 

sérotoninergiques.  

δ’étude de l’expression de c-fos en hypercapnie nous a aussi permis d’observer une 
augmentation du nombre de cellules marquées au niveau du RTN/pFRG mais nettement moins 

importante chez les Epo-TAgh que chez les sauvages, suggérant ainsi une altération du bon 

fonctionnement de la chémoréception centrale chez les Epo-TAgh. Afin de vérifier cette 

hypothèse, nous avons étudié le nombre de neurones exprimant Phox2B, ces neurones étant 

connus pour jouer un rôle majeur dans la chémoréception centrale au CO2 au niveau du 

RTN/pFRG (Wang et al., 2013c, Ruffault et al., 2015). Nous avons alors observé un nombre 

global de neurones marqués similaire entre les souris sauvages et les souris Epo-Tagh. La faible 

proportion de neurones exprimant c-fos chez les Epo-TAgh ne peut donc pas être associée à un 
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déficit de neurones exprimant Phox2B, ce qui suggère plutôt une modification dans leur 

fonctionnement comme par exemple une réduction de leur sensibilité au CO2/H+. Cela pourrait 

là aussi être expliqué comme nous l’avons évoqué pour le NTS, par une altération dans la mise 
en place du RTN/pFRG pendant le développement embryonnaire, induite par la déficience en 

Epo. Cependant, une autre théorie mettant en jeu un mécanisme de stimulation paracrine des 

neurones RTN/pFRG par les astrocytes pourrait expliquer les modifications de fonctionnement 

du RTN/pFRG (Gourine et al., 2010). En effet, les cellules gliales présentes à la surface ventrale 

du bulbe peuvent être dépolarisées par une acidification et seraient ensuite capables d’activer 

les neurones du RTN/pFRG via une libération d’ATP entrainant la propagation des vagues 

calciques astrocytaires (Gourine et al., 2010). Les cellules c-FOS-positives du RTN/pFRG 

n’ont pas exprimé de GFAP chez les souris WT et Epo-TAgh et ne sont donc pas des cellules 

gliales. Cependant, les astrocytes étant une source de production d’Epo et exprimant les Epo-R 

(Marti, 1996), ils pourraient avoir été affectés par une déficience en Epo qui pourrait les rendre 

moins actifs. De plus, il a été démontré que l’Epo régule la propagation de l’influx calcique 
dans les cellules (Korbel et al., 2004). La déficience en Epo pourrait affecter le couplage entre 

les astrocytes et les neurones du RTN/pFRG en réduisant la capacité des astrocytes à exciter les 

neurones du RTN/pFRG. Une autre hypothèse pourrait expliquer une modification du 

fonctionnement des neurones du RTN comme par exemple une réduction de leur sensibilité au 

CO2/H+. Parmi les mécanismes moléculaires de la chémoréception des neurones du 

RTN/pFRG, certains impliquent en partie les canaux TASK-2 et le récepteur GPR4 (Kumar et 

al., 2015). δ’Epo pourrait interagir avec ces acteurs de la chémoréception même s’il n’existe à 
ce jour pas de données de la littérature sur l’interaction entre l’Epo et les détecteurs de protons 

moléculaires GPR4 ou TASK. 

δa mise en évidence d’une augmentation significative de l’expression de c-fos au niveau 

du RPa et du ROb chez les souris Epo-TAgh en réponse à l’hypercapnie alors que les souris 
WT n'ont pas montré une telle augmentation, suggère le rôle important de ces structures dans 

la réponse ventilatoire à l’hypercapnie lors d’une déficience en Epo. En effet, malgré la 
diminution où l’absence d’implication de structures majeures de la chémosensibilité centrale 

décrites précédemment, nous avons observé chez toutes les souris Epo-TAgh une 

hyperventilation supérieure à celle des individus WT en réponse à l’hypercapnie. Cela suggère 
donc l’implication d’autres zones chémosensibles du bulbe rachidien. Le RPa et le ROb sont 

connus pour être aussi des structures importantes dans la chémosensibilité centrale au CO2/H+. 

Dans le RPa, une partie importante des neurones c-FOS-positifs était sérotoninergique et il a 

été montré que les neurones sérotoninergiques des raphés bulbaires jouent un rôle important 

dans la chémosensibilité centrale au CO2/H+ (Iceman et al., 2013, Teran et al., 2014). En 

revanche, les cellules c-FOS positives du RMg n'étaient pas sérotoninergiques. Cependant il a 

été démontré qu'un groupe de neurones non sérotoninergiques était stimulé par le CO2 dans les 

raphés bulbaires (Iceman & Harris, 2014). Ainsi, il est aussi possible que les neurones des 

raphés bulbaires non sérotoninergiques soient impliqués dans la réponse ventilatoire à 
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l’hypercapnie des souris Epo-TAgh. De plus, ces neurones non sérotoninergiques expriment le 

récepteur NK1-R, dont on sait qu’il joue un rôle dans la modulation de la ventilation. δ’effet 
d’une exposition au ligand endogène des récepteurs NK1-R sur l’activité respiratoire a été 

observé, cet effet est excitateur (Von Euler & Pernow, 1956) et induit une accélération de la 

fréquence respiratoire. Chez le rat adulte, la destruction quasi-totale des neurones du préBötC 

exprimant NK1R entraine une irrégularité importante du rythme respiratoire sans pour autant 

induire un arrêt respiratoire (Gray et al., 2001, McKay et al., 2005). Ainsi, la signalisation 

dépendante des récepteurs NK1R semble exercer un puissant rôle modulateur même si elle n’est 
pas indispensable à la rythmogenèse proprement dite et pourrait être impliquée au niveau des 

raphés bulbaires dans la réponse ventilatoire à l’hypercapnie des souris déficientes en Epo. 
δ'augmentation de la réponse ventilatoire à l’hypercapnie observée chez les souris Epo-TAgh 

par rapport aux souris sauvages impliquerait donc le recrutement de zones chémosensibles 

silencieuses chez les sauvages comme les neurones sérotoninergiques et non sérotoninergiques 

chémosensibles des noyaux des raphés bulbaires pallidus et magnus. Ce recrutement serait 

suffisant pour contrer d’une part une diminution de l'activation de la région du RTN/pFRG, site 

principal de chémoréception centrale au CO2/H+ , et d’autre part l’absence d’activation du NTS, 
principal lieu d’intégration des afférences périphériques traduisant l’inactivation de la voie 
impliquant les chémorécepteurs périphériques. Cependant, même si la déficience en Epo 

semble entrainer un remodelage au niveau du bulbe rachidien, nous ne pouvons pas exclure 

l’implication de structures supra-bulbaires dans la réponse ventilatoire à l’hypercapnie chez les 
Epo-TAgh, comme notamment le LC, la PAG au niveau du mésencéphale ou encore 

l’hypothalamus caudal, qui sont des structures connues pour être impliquées dans la 

chémosensibilité centrale (Fink et al., 1962, Horn & Waldrop, 1998, Nattie, 1999, Nattie & Li, 

2006). 

δ’ensemble de nos résultats montre que la déficience chronique en Epo chez l’adulte 
entraine une réorganisation du réseau neuronal bulbaire impliqué dans la réponse ventilatoire à 

l’hypercapnie. Ce remodelage du réseau respiratoire bulbaire pourrait être lié à un phénomène 
de plasticité neuronale induit par l’Epo, comme cela a déjà été montré lors la sous- ou sur- 

expression chronique d’Epo (Kamal et al., 2011, Voituron et al., 2014, Almaguer-Melian et al., 

2015, Kimakova et al., 2017). Cette plasticité du réseau neuronal respiratoire induite par la 

déficience en Epo pourrait aider à décortiquer plus encore les mécanismes de la chémoréception 

centrale au CO2/H+ et mettre en avant des cibles thérapeutiques potentielles. Cette hypothèse 

est particulièrement intéressante en ce qui concerne les pathologies neuro-respiratoires telle que 

le CCHS caractérisée par une perte ou une diminution importante de la sensibilité au CO2/H+ 

et soutient la poursuite des investigations au niveau central sur de l’implication de l’Epo dans 
la réponse ventilatoire à l'hypercapnie. 
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 L’excès ou la déficience chronique d’Epo ne modifie pas la 

chémosensibilité centrale au CO2/H+ au 4e jour post-natal (P4) 

Nos données obtenues sur les préparations ex vivo de bulbe rachidien-moelle épinière 

de souris nouveau-nées Epo-TAgh et Tg21 démontrent que la chémosensibilité centrale au 

CO2/H+ n’est pas modifiée au stade P4. Il semble donc qu’à ce stade de développement, le 
niveau d’Epo qu’il soit plasmatique ou cérébral n’intervienne pas dans la modulation centrale 
de la réponse à l’hypercapnie. Des études antérieures ont été obtenues chez des souris Tgβ1 
adultes (Laouafa et al., 2016) et des souris WT adultes et au stade P10 recevant une injection 

intra-cisternale de sEpo-R, l'antagoniste naturel d'Epo (Ballot et al., 2015b), et ne révèlent 

aucun changement dans la réponse au CO2/H+ par rapport aux animaux témoins. Nos résultats, 

obtenus dans les préparations ex vivo de bulbe rachidien-moelle épinière de souris au stade P4, 

semblent conformes à ces précédents résultats. δ’ensemble de ces résultats démontre que 

l’excès ou la diminution d’Epo endogène cérébral ne semble pas nécessaire à l’obtention d’une 
réponse ventilatoire au CO2/H+ au moins équivalente à celle des souris sauvages. Cependant 

notre étude décrite précédemment sur des souris Epo-TAgh adultes montre que la déficience 

chronique en Epo potentialise la réponse ventilatoire à l’hypercapnie et modifie l’activation du 
réseau neuronal respiratoire normalement associé à une élévation de CO2/H+. Ces derniers 

résultats sont par ailleurs en accord avec des études qui montrent qu’une sur-expression d’Epo 
centrale ou systémique diminue la réponse ventilatoire à l’hypercapnie (Menuet et al., 2016, 

Silva et al., 2017). Pris ensemble ,nos résultats ex vivo et in vivo nous indiquent que l’impact 
de la déficience en Epo sur la ventilation en hypercapnie pourrait être différent selon l’âge. Il 
est possible que les mécanismes compensatoires mis en place chez l’adulte ne soient pas encore 
opérant à des stades plus précoces. Aussi, l’étude chez l’adulte est réalisée in vivo sur l’animal 
entier alors que l’étude à P4 est réalisée sur des préparation ex vivo de bulbe rachidien-moelle 

épinière. Nous n’avons pas de renseignement sur le rôle que pourraient jouer les structures 

surpa-pontiques et/ou périphériques à ce stade post-natal. Il pourrait donc être intéressant de 

réaliser une mesure in vivo des variables ventilatoires en hypercapnie chez le nouveau-née Epo-

TAgh et de cartographier son réseau neuronal en hypercapnie comme cela a été fait dans notre 

étude in vivo sur les souris Epo-TAgh adultes. De plus l’Epo a un impact important sur le 
développement et la maturation du SNC (Juul et al., 1998, Kumral et al., 2011). Par ailleurs, la 

sensibilité centrale au CO2/H+ des mammifères dépend de la maturation du réseau neuronal 

respiratoire et donc de l'âge (Rigatto et al., 1975, Frantz et al., 1976, Bissonnette & Knopp, 

2004a, Putnam et al., 2005). 

δe second résultat important de notre étude montre que l’antagonisation de l’Epo 
endogène par sEpo-R ou par le blocage de la voie de signalisation moléculaire de l’Epo par des 
inhibiteurs d’ERK et d’Akt diminuent de manière significative la CCR en réponse à une 

élévation de CO2/H+ des préparations ex vivo de bulbe rachidien-moelle épinière de souris 

Tgg21. Ces résultats suggèrent que le rapport Epo/sEpo-R est un facteur modulant important 
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pour la régulation de la respiration. Villafuerte et collaborateurs ont également démontré 

l’importance de ce rapport dans le cas de patients souffrant de mal chronique des montagnes 
(Villafuerte et al., 2014). Alors même que la concentration plasmatique en Epo est normale, la 

variation du sEpo-R fait varier la disponibilité de l’Epo et donc ses effets. De plus, ces résultats 
et ceux précédemment rapportés (Ballot et al., 2015b, Laouafa et al., 2016) impliquent que 

l'impact de la modification du rapport Epo/sEpo-R chez la souris dépend de l'âge, avec un 

impact à P4, mais pas à P10 ou chez les adultes. Ces résultats suggèrent également que lorsque 

le niveau d'Epo cérébrale est génétiquement modifié comme cela est le cas chez les souris Tg21 

et Epo-TAgh, il est possible que ce changement induise un changement compensatoire dans les 

niveaux d'expression du sEpo-R, au moins en partie, ce qui pourrait masquer l'impact réel de 

l’Epo dans la régulation centrale de la ventilation. Nos résultats montrent également que 

l'inhibition de ERK/Akt diminue la CCR en hypercapnie en atténuant l'amplitude plutôt que la 

fréquence respiratoire. Cependant, outre l’implication dans la voie moléculaire activée par l'Epo 
(Caravagna & Soliz, 2015), ERK et Akt sont également des molécules impliquées dans des 

processus majeurs accomplissant une grande variété de tâches neuronales, dont l’apoptose et la 

survie cellulaire (Teng et al., 2014), la différenciation (Chan et al., 2013), la prolifération et la 

migration neurales (Dey et al., 2005), la neuroprotection (Zhang et al., 2015), la 

neurodégénérescence (Fang et al., 2015) et la signalisation synaptique (Yoshii & Constantine-

Paton, 2014). De plus, ERK/Akt au niveau encéphalique participe à la neurotransmission 

dopaminergique (Beaulieu et al., 2006), adrénergique (Taraviras et al., 2002), sérotoninergique 

(Cowen, 2007) et GABAergique (Balasubramanian et al., 2004). ERK/Akt pourrait donc 

moduler la CCR en affectant d'autres mécanismes que la voie de signalisation 

érythropoïétinergique, nos résultats ne nous permettant pas de trancher en faveur d’une des 
hypothèses.  

En conclusion, nos résultats montrent que la stimulation de la CCR par une élévation de 

CO2/H+ n’est pas affectée chez les souris nouveau-nées transgéniques Tg21 ou Epo-TAgh, mais 

que l’augmentation pharmacologique de sEpo-R réduit la réponse induite par le CO2/H+ dans 

les préparations ex vivo de bulbe rachidien-moelle épinière. Ces résultats suggèrent que plus 

que la variation des niveaux d'Epo, le rapport Epo/sEpo-R soit un facteur de régulation 

important de la réponse ventilatoire à l’hypercapnie. 

 Perspectives 

δ’ensemble de nos expériences réalisées sur des souris sauvages et transgéniques Tgβ1 
et Epo-TAgh a permis de conclure que l’Epo n’était pas nécessaire à l’obtention d’une réponse 
ventilatoire à l’hypercapnie mais qu’un déficit en Epo induisait une modification du patron 

ventilatoire au niveau bulbaire suite certainement à une plasticité neuronale importante chez les 

souris Epo-TAgh. Par ailleurs, nos travaux expérimentaux mettent en évidence l’importance du 
ratio Epo/sEpo-R dans la réponse ventilatoire à l’hypercapnie chez le nouveau-né. Dans des 
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pathologies étant caractérisées par une insensibilité au CO2 à la naissance comme certains CHS 

tel que le CCHS, nos études pourraient ouvrir de nouvelles perspectives cliniques. Pour cela, le 

rôle précis de l’Epo dans la régulation de la réponse ventilatoire reste encore à explorer. 
Dans la poursuite de ce but, il serait donc intéressant de continuer la cartographie 

cellulaire supra-bulbaire afin de savoir si d’autres zones sont activées chez les Epo-TAgh, 

notamment le locus coeruleus et l’hypothalamus caudal qui sont des structures majeures 

impliquées dans la chémoréception centrale au CO2/H+. La caractérisation phénotypique des 

cellules activées par l’hypercapnie dans certaines régions pourrait être aussi poursuivie. Comme 

nous avons émis l’hypothèse que l’Epo pourrait donc agir directement sur le complexe de pré-

Bötzinger, nous pourrions envisager de caractériser les neurones de la VLM avec un marquage 

NK1R spécifique du préBötC. De plus, il serait aussi intéressant d’étudier la mise en place des 
structures du SNC lors du développement embryonnaire chez les souris Epo-TAgh, afin de voir 

si la déficience en Epo a un impact sur le l’apoptose neuronale. δ’absence de mesure des 
variables métaboliques, soit la consommation d’O2 et la production de CO2 chez les souris Epo-

TAgh pendant la mesure des variables ventilatoires, constitue une limite de notre étude. Ainsi, 

nous ne pouvons pas être certains que les ventilations soient aussi efficaces quand elles sont 

égales. En effet l’Epo pourrait impacter la demande métabolique en O2 dont la diminution 

permet de diminuer l’apport en O2 à l’organisme (Mortola et al., 1989). A la suite de notre 

étude, nous avons donc associé à la mesure des variables ventilatoires en hypercapnie chez les 

souris Epo-TAgh une mesure du métabolisme énergétique par calorimétrie indirecte. Nous 

avons observé chez les souris Epo-TAgh une V̇CO2 plus élevée que chez les souris WT, ce qui 

est probablement dû au fait que la réponse ventilatoire à l’hypercapnie est plus grande chez les 

souris Epo-TAgh au regard des WT. De plus, nous avons observé chez les souris Epo-TAgh une 

V̇O2 plus faible que chez les souris WT, là encore cela pourrait être dû à l’hyperventilation 
hypercapnique plus importante chez ces souris par rapport aux WT. Ce dernier résultat avait 

déjà été observé chez des souris présentant une restriction de l’expression de l’Epo-R (Teng et 

al., 2011). Dans cette même étude, un traitement des souris WT par de l’Epo avait entrainé une 
augmentation de la V̇O2. δes effets de l’anémie sur le métabolisme avaient déjà été étudiés chez 
le rat ainsi que chez des patients atteints de diverses pathologies comme la thalassémie, qui est 

une forme d’anémie héréditaire. Chez le rat et le chien, des expériences consistant à diluer le 

sang de l’animal par hémodilution avaient induit une diminution de la V̇O2 (Cilley et al., 1991, 

Matsuoka et al., 1994). De manière intéressante, il a également été mis en évidence dans les 

expériences de Matsuoka et collaborateurs une augmentation significative du V̇E suite à une 

hémodilution (Matsuoka et al., 1994). Pris ensemble, ces résultats suggèrent un rôle de l’Epo 
dans la régulation des dépenses énergétiques ainsi qu’une potentielle adaptation des souris Epo-

TAgh à la déficience en Epo et/ou à l’anémie. Une expérience d’ablation des corps carotidiens 

chez des souris sauvages et Epo-TAgh suivie de mesures ventilatoires et métaboliques a aussi 

été ajoutée à la suite de notre étude initiale afin de savoir si la déficience en Epo congénitale a 

eu un effet sur la structure et/ou le fonctionnement des corps carotidiens. La différence selon le 
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stade de développement pourrait être attribuée à une diminution de l’efficacité de l’Epo en 
fonction du stade développemental considéré. En effet, l’Epo et l’Epo-R sont régulés au cours 

du développement pré et post-natal. Leur expression est maximale pendant le développement 

embryonnaire et diminue après la naissance pour se stabiliser à des niveaux faibles chez 

l’adultes (Liu et al., 1997, Juul et al., 1998). Pour confirmer cette hypothèse, il est indispensable 

de mesurer les niveaux d’Epo, d’Epo-R et du sEpo-R à différents âges et corréler ces niveaux 

aux observations des variables ventilatoires. Par ailleurs, notre étude chez les souris adultes 

Epo-TAgh a été réalisée uniquement chez les mâles, il serait donc intéressant d’aller explorer 
les variables ventilatoires ainsi que les structures neuronales chez des souris Epo-TAgh femelles 

lors d’une hypercapnie afin de déterminer si les effets de la déficience en Epo est sexe-

spécifique comme c’est le cas pour la réponse ventilatoire à l’hypoxie (Jeton et al., 2017).  Les 

premiers éléments que nous pouvons rapporter mettent en évidence une implication de la 

progestérone dans la réponse ventilatoire à l’hypercapnie chez les souris Epo-TAgh.  En effet, 

l’injection de mifépristone, un antagoniste de la progestérone, chez les Epo-TAgh suggère un 

lien entre Epo et progestérone puisque la ventilation des souris Epo-TAgh n’a pas été affectée 
contrairement aux souris WT ayant une concentration normale d’Epo pour qui un rôle 

facilitateur de la progestérone sur la réponse ventilatoire à l’hypercapnie a été observé. 
δ’ensemble des expériences complémentaires pourra permettre de comprendre de 

manière plus précise les mécanismes impliqués dans la réponse ventilatoire à l’hypercapnie et 

notamment ceux mettant en jeu l’Epo. In fine, les résultats obtenus pourraient permettre 

d’ouvrir des pistes thérapeutiques pour des pathologies caractérisées par une insensibilité au 

CO2 telle que les CHS. 
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Partie 3: Implication de la leptine dans la 
ventilation en normocapnie et en hypercapnie 

Un des objectifs de ce doctorat était de déterminer l’effet d’une déficience en leptine sur 

la ventilation lors d’une hypercapnie en analysant les variables ventilatoires de souris adultes 
déficientes en leptine (ob/ob). D’autre part, nous avons cartographié les régions encéphaliques 

impliquées dans la régulation ventilatoire hypercapnique que nous avons observée in vivo à 

l’aide de l’analyse immunohistochimique de l’expression de c-fos sur les encéphales de ces 

souris.  

Les résultats obtenus, présentés dans la partie 3 des résultats, suggèrent que l’effet 
facilitateur de la leptine sur la ventilation en condition hypercapnique serait plutôt médié par 

des mécanismes centraux. D’autre part, la comparaison de l’expression de c-fos observée chez 

les souris sauvages et ob/ob nous a permis d’identifier des groupes neuronaux pour lesquels 
une modification d’activité suggère leur implication dans le phénotype ventilatoire associé à un 
dysfonctionnement des systèmes leptinergiques. Nos données permettent également 

d’identifier, comme notre précédente étude sur l’Epo, chez la souris sauvage adulte les groupes 

neuronaux dont l’activité est modulée par l’hypercapnie à savoir le NTS, la Vδε, le δC, le 
lPB, le RDo, la vlPAG.  

 Les souris ob/ob présentent une hypoventilation basale  

Les mesures des variables ventilatoires en normocapnie ont révélé une diminution 

significative de la V̇E via une diminution du VT chez les souris ob/ob par rapport au WT. Nos 

observations sont en accord avec des études antérieures relatant la présence d’une 
hypoventilation métabolique en condition basale chez les souris ob/ob (O'Donnell et al., 1999, 

O'Donnell et al., 2000). En effet, l’étude de O’Donnell et collaborateurs rapporte une PaCO2 

significativement élevée et une PaO2 significativement basse, reflet d’une hypoventilation 
alvéolaire, chez les souris ob/ob par rapport au souris WT bien que ces souris ne présentent pas 

de diminution drastique de la ventilation comme nous l’avons observé. De la même façon que 

O’Donnell et collaborateurs, d’autres études qui se sont intéressées au phénotype ventilatoire 
des souris ob/ob ne rapportent pas une telle diminution de la ventilation en regard de souris WT 

(Tankersley et al., 1996, Bassi et al., 2012). En effet, dans ces études, la ventilation de base 

était quasiment similaire entre les souris ob/ob et WT même si l’on pouvait noter une légère 
tendance à la diminution de la V̇E et du VT pour les souris ob/ob. Cependant dans ces études, ce 

sont les variables ventilatoires de souris ob/ob avant l’installation d’une obésité qui étaient 

comparées à celles de souris WT alors que les souris ob/ob que nous avons étudiées présentaient 

une obésité majeure (Tankersley et al., 1996, Bassi et al., 2012). De plus, dans l’étude de Bassi 
et collaborateurs, les variables respiratoires de souris ob/ob obèses en plus de celles de souris 
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ob/ob non obèses ont aussi été comparées à des souris WT et là aussi les auteurs n’ont pas 
constaté de variations significatives de la ventilation par rapport aux souris WT. Cependant, les 

variables ventilatoires dans cette étude ne sont pas rapportées à la masse de l’animal - ce qui 

est le cas dans notre étude - et les souris ob/ob utilisées lors des mesures ventilatoires sont plus 

jeunes (6-10 semaines) que celles utilisées dans notre étude (9-12 semaines) et donc 

nécessairement moins obèses puisque l’obésité des souris ob/ob s’installe progressivement au 
cours de leur croissance (Zhang et al., 1994, Tankersley et al., 1996). Ainsi, il est difficile de 

déterminer si la diminution de la ventilation en condition basale des souris ob/ob que nous 

avons observée est provoquée par une déficience en leptine ou si cela est dû à l'obésité 

secondaire à l'hyperphagie. Il est en effet possible que dans notre étude, en plus des 

conséquences de la déficience en leptine sur le réseau respiratoire, facteur d’hypoventilation 

métabolique tel que démontré par O’Donnell et collaborateurs (O'Donnell et al., 2000), le 

facteur obésité conduise à une diminution significative de la ventilation basale des souris ob/ob. 

A l’appui de cette hypothèse, Tankersley et ses collaborateurs démontrent que la déficience 

génétique en leptine influence la ventilation hypercapnique avant l'apparition d'une obésité 

prononcée, alors que les changements dans la respiration de base semblent dus à une 

augmentation de la masse corporelle en fonction de l'âge (Tankersley et al., 1996).  

 Les souris ob/ob répondent à l’hypercapnie à un seuil de CO2 plus bas 

par rapport aux souris WT 

Nous avons pu également observer que les souris ob/ob conservaient une réponse 

ventilatoire à l’hypercapnie et qu’elles répondaient à une fraction de CO2 plus basse (3% CO2) 

que les souris WT. Une hypothèse possible serait que les souris ob/ob aient un seuil de 

sensibilité au CO2 plus bas que les souris WT. La déficience en leptine chez les souris ob/ob 

pourrait occasionner la mise en place de mécanismes activés pour des valeurs de CO2 plus 

faibles afin de compenser à la fois l’impact de l’obésité sur la mécanique ventilatoire et le déficit 
en leptine, peptide dont on sait qu’il stimule la ventilation en conditions basale et 
hypercapnique. Par ailleurs, les souris ob/ob présentent des apnées obstructives (Yao et al., 

2016, Imayama & Prasad, 2017), ce qui pourrait contribuer à une élévation de leur PaCO2 

puisque la présence d’apnées répétées provoque une hypersensibilité au stimulus CO2 en 

favorisant l’installation d’une hypoventilation diurne (Lopata & Onal, 1982). Dans cette même 

idée, les souris ob/ob qui hypoventilent en normocapnie comme le démontrent O’Donnell et 
collaborateurs par la mesure de la PaCO2 et de la PaO2 (O'Donnell et al., 1999), accumulent le 

CO2, ce qui résulte en une PaCO2 augmentée par rapport aux souris WT. Ainsi ce n’est pas la 
sensibilité intrinsèque au CO2 qui est modulée mais le stimulus CO2 appliqué qui se retrouve 

automatiquement augmenté, provoquant donc une hyper-réaction pour une même fraction de 

CO2 imposée par rapport aux souris WT. En faveur de ces deux dernières hypothèses non 
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exclusives, qui font intervenir une augmentation de la PaCO2 chez les souris ob/ob par rapport 

aux WT, Duffin et Collaborateurs ont montré une réponse ventilatoire à l’hypercapnie en deux 
temps (Duffin et al., 2000). En effet, à partir d’un certain seuil de PaCO2, la V̇E augmente via 

une augmentation majeure du VT en regard de celle de la fR puis au-delà d’un second seuil de 
PaCO2 plus élevé, l’augmentation de la V̇E se caractérise par une augmentation de la fR en plus 

de celle du VT. Chez les souris ob/ob, la participation de la fR à l’élévation de la V̇E intervient 

dès 5% de CO2 en normoxie alors qu’il faut attendre un stimulus à 8% de CO2 chez les souris 

WT pour observer une augmentation significative de la fR. Ainsi, le second seuil de PCO2 décrit 

par Duffin et Collaborateurs semble atteint dès 5% de CO2 chez les souris ob/ob contre 8% de 

CO2 chez les souris WT. Notre hypothèse est que l’hypoventilation en normocapnie conduirait 
à une élévation de la PaCO2 des souris ob/ob. Par conséquent, il est possible qu’une exposition 
à 5% de CO2 chez les souris ob/ob soit suffisante pour  atteindre un seuil de sensibilité qui serait 

finalement identique à celui des souris WT, permettant ainsi une augmentation de la fR dès ce 

seuil de capnie.  

 Les souris ob/ob ont une réponse ventilatoire à l’hypercapnie diminuée 

par rapport aux souris WT 

En plus d'un profil ventilatoire basal caractérisé par une diminution de la ventilation et 

malgré la persistance d’une réponse ventilatoire à l’hypercapnie, les souris ob/ob présentent 

une réponse ventilatoire à l’hypercapnie diminuée par rapport aux souris WT, essentiellement 

par une moindre augmentation du VT. Nos données sont conformes aux études antérieures qui 

montrent également une diminution de la réponse ventilatoire à l’hypercapnie et cela est 
principalement dû au fait de la diminution de l’augmentation du VT chez les souris ob/ob lors 

d’une hypercapnie (Tankersley et al., 1996, O'Donnell et al., 2000). Ainsi, l'absence de leptine 

semble provoquer une dépression de la CCR et de sa régulation lors d’une élévation de la 
capnie. Il est important de rappeler que la diminution de la réponse ventilatoire à l’hypercapnie 
observée chez les souris ob/ob est présente avant l’apparition de l’obésité (Tankersley et al., 

1996). Il semblerait donc que la déficience génétique en leptine influence la réponse ventilatoire 

à l’hypercapnie indépendamment de la masse corporelle. De la même façon, il a été démontré 

que la supplémentation aiguë en leptine entraîne une augmentation significative de la 

ventilation de base mais aussi de la réponse ventilatoire à l’hypercapnie indépendamment de la 

prise de poids, ce qui est plus en faveur d’un effet ventilatoire direct de la leptine (O'Donnell et 

al., 1999). δa conséquence mécanique de l’obésité sur le système ventilatoire ne semblerait 
donc pas jouer un rôle fondamental dans le développement du phénotype ventilatoire altéré des 

souris ob/ob même s’il tout à fait possible que l’obésité, une fois mise en place, participe à 
l’exacerbation des altérations ventilatoires comme discuté précédemment. En effet, la 
diminution de la compliance thoraco-pulmonaire (Naimark & Cherniack, 1960) et des volumes 



Discussion et perspectives 
–Implication de la leptine dans la ventilation en normocapnie et en hypercapnie 

– 308 – 

pulmonaires en fonction de la répartition de la masse grasse, l’excès de travail des muscles 
respiratoires, la faiblesse des muscles respiratoires (Rochester & Enson, 1974) ou encore la 

présence d’apnées obstructives du sommeil (Lopata & Onal, 1982), peuvent participer au 

développement d’une hypoventilation et d’une diminution de la réponse ventilatoire au CO2.  

 La diminution de la réponse ventilatoire à l’hypercapnie observée 

chez les souris ob/ob ne semble pas dépendre de mécanismes 

périphériques 

δ’étude des variables ventilatoires en hypercapnie normoxique et hyperoxique avait 
pour but de discriminer les effets centraux des effets périphériques de la déficience en leptine 

sur la réponse ventilatoire à l’hypercapnie. Il semblerait que les chémorécepteurs périphériques 

interviennent peu dans la réponse ventilatoire à l’hypercapnie des souris ob/ob et WT. Cela 

semble en accord avec la littérature qui admet généralement une moindre implication des 

chémorécepteurs périphériques dans la chémosensibilité au CO2/H+ (Heeringa et al., 1979, 

Lahiri & Forster, 2003, Forster & Smith, 2010). Des études faites chez le chien ont montré que 

les chémorécepteurs périphériques interviendraient cependant sur le seuil de sensibilité des 

chémorécepteurs centraux au CO2/H+
 (Blain et al., 2010, Smith et al., 2015). L’inhibition des 

chémorécepteurs périphériques par l’hyperoxie ne change pas significativement la réponse 

ventilatoire à l’hypercapnie des souris ob/ob et WT de celle développée lors de l’hypercapnie 
normoxique bien qu’elle tende à être diminuée. Des résultats récents confirment nos 

observations en indiquant que l’effet stimulant de la leptine sur la ventilation ne s’exerce pas 

par des mécanismes périphériques impliquant les corps carotidiens (Olea et al., 2015). Pris 

ensemble, ces résultats suggèrent que la leptine exerce ses effets ventilatoires directement au 

niveau central. De surcroit, les récepteurs à la leptine sont présents dans plusieurs régions 

encéphaliques connues pour avoir un rôle dans l’élaboration et la régulation de la CCR, 

notamment le NTS, LC, la rVLM, lPB, LH (Mercer et al., 1996, Mercer et al., 1998, Elias et 

al., 2000, Hosoi et al., 2002, Grill & Hayes, 2009, Bassi et al., 2012, Ciriello & Moreau, 2013). 

C’est donc en agissant sur les structures encéphaliques impliquées dans la CCR et sa 

modulation qui présentent des récepteurs à la leptine que celle-ci pourrait moduler la ventilation 

basale et la chémoréception centrale au CO2/H+. De plus, il a été également démontré que des 

micro-injections de leptine dans le cNTS chez le rat (Inyushkin et al., 2009), dans le RTN/pFRG 

chez la souris ob/ob (Bassi et al., 2014) ou encore au niveau du ventricule latéral chez le rat 

(Bassi et al., 2014, Bassi et al., 2012) sont associées à une augmentation de la V̇E basale et en 

réponse à un stimulus CO2, ce qui suggère des effets directs au niveau central de la leptine sur 

la CCR. Cependant, nous avons observé une perte de l’augmentation de la fR lors de 

l’hypercapnie hyperoxique par rapport à l’hypercapnie normoxique pour les différents 

challenges hypercapniques chez les souris ob/ob et WT. Les chémorécepteurs périphériques 
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projettent sur le c/mNTS (Finley & Katz, 1992) qui lui-même projette sur des structures 

importantes dans la rythmogenèse respiratoire comme la VLM qui contient le préBötC 

(Norgren, 1978, Ross et al., 1985). Ainsi lorsque les chémorécepteurs périphériques sont au 

silence, l’absence d’activation du c/mNTS, principal lieu d’intégration des informations issues 

des afférences périphériques, peut se traduire par une diminution de la fR et donc de la V̇E. La 

présence de récepteurs à la leptine au niveau des corps carotidiens (Porzionato et al., 2011, 

Messenger et al., 2013) pourrait laisser penser qu’une petite partie des effets ventilatoires de la 
leptine est médiée par des mécanismes périphériques et qu’en conséquence l’absence de leptine 
chez les ob/ob participe à diminuer dans une moindre mesure la V̇E de ces souris entre 

l’hypercapnie normoxique et l’hypercapnie hypercapnique mais aussi par rapport aux souris 
WT en hypercapnie hyperoxique à 8% de CO2. Cela peut également appuyer l’hypothèse du 
rôle des chémorécepteurs périphériques dans la sensibilité des chémorécepteurs centraux au 

CO2/H+. 

 Cartographie des régions encéphaliques de souris ob/ob en hypercapnie  

δ’étude immunohistologique basée sur l’expression de c-fos sur des souris ob/ob montre 

que la déficience en leptine, de façon directe ou indirecte, induit d’une part une élévation du 
nombre de neurones c-FOS positifs en normocapnie, dans le c/mNTS, la VLM, le lPB et le 

ROb, et d’autre part provoque l’absence de l’augmentation d’expression de c-fos observée en 

présence de leptine lors d’une hypercapnie. 

- Description du réseau neuronal activé par l’hypercapnie chez les souris WT 

δes résultats obtenus permettent de délimiter le réseau neuronal activé par l’hypercapnie 
à 8% de CO2 chez la souris adulte WT alors que la plupart des données de la littérature utilisant 

la même approche, au même stade de développement, ont été obtenues chez le rat. En effet, peu 

d’études chez la souris sont concernées (Bravo et al., 2016) et nous pouvons compter dans 

celles-ci notre étude sur l’implication du réseau neuronal respiratoire bulbaire dans la réponse 

ventilatoire à l’hypercapnie de souris Epo-TAgh adulte. En effet, dans l’étude sur les souris 
Epo-TAgh adultes présentée dans la partie 2, nous avons également identifié une augmentation 

de l’activité neuronale chez les souris WT à 4% de CO2 dans le c/mNTS, la rVLM et le 

RTN/pFRG. De façon similaire à ce qui est décrit chez le rat, nos résultats montrent une 

élévation du nombre de neurones c-FOS positifs induite par l’hypercapnie dans le c/mNTS, la 

VLM, le LC, le lPB, le RDo et la vlPAG (Berquin et al., 2000a, Teppema et al., 1997). Le 

c/mNTS, le lPB et le LC projettent sur le complexe de PréBötC et la VLM et sont des acteurs 

majeurs de la chémosensibilité au CO2. En effet, le c/mNTS est une structure bulbaire impliquée 

dans la modulation du rythme respiratoire au cours d’un challenge hypercapnique qui reçoit les 

afférences chémosensorielles provenant de la périphérie (Claps & Torrealba, 1988, Finley & 

Katz, 1992). La VLM contient le complexe de pré-Bötzinger qui est le générateur de 
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l’inspiration. δe δC, quant à lui, est considéré comme la principale source d’innervation 
noradrénergique dans l’encéphale, et des neurones du LC sont sensibles au CO2/H+ (de 

Carvalho et al., 2014). Cependant, il a été publié dans la littérature une augmentation du nombre 

de neurones c-FOS positifs dans le RTN/pFRG et le ROb (Teppema et al., 1997, Pete et al., 

2002), populations cellulaires pour lesquelles il est clairement admis qu’elles soient 
chémosensibles au CO2/H+ (Guyenet & Bayliss, 2015b, Severson et al., 2003). De façon 

surprenante, nous n’avons pas observé d’augmentation de l’expression de c-fos dans ces régions 

chez les souris témoins. Dans notre étude sur les souris Epo-TAgh adultes (Partie 2 des résultats) 

nous n’avons également pas observé d’élévation du nombre de neurones c-FOS positifs dans le 

Rob, toutefois concernant le RTN/pFRG nos résultats concordaient avec ceux de la littérature. 

Le RTN est considéré comme étant un site important de la chémoréception centrale et 

d’intégration de signaux issus de chémorécepteurs périphériques qui projettent sur le cNTS 

(Takakura et al., 2006a). Il apparait donc nécessaire de procéder à une vérification des comptes 

histologiques pour tenter d’expliquer pourquoi nous ne retrouvons pas ce qui est décrit dans la 
littérature ainsi que ce que nous décrivons dans notre étude sur les souris Epo-TAgh adultes. 

Une des pistes explicatives pourrait être qu’il s’agisse d’une erreur quant à la localisation rostro-

caudale du RTN/pFRG. Concernant le Rob, comme nos deux études sont concordantes et que 

les résultats de la littérature qui attestent d’une augmentation d’activité des neurones du ROb 
en terme d’expression de c-fos ont été obtenus chez le rat, il est possible que la différence 

d’espèce soit à l’origine de cet effet différent de l’hypercapnie sur les neurones du ROb 
(Teppema et al., 1997). De plus, dans les études menées chez le rat pour lesquelles une telle 

observation a été réalisée, la stimulation était plus importante (10-15% de CO2). Il est possible 

que 4 et 8% de CO2 ne soiten pas des stimuli suffisant pour induire une élévation du nombre de 

neurones positifs dans cette région (Teppema et al., 1997, Pete et al., 2002). En effet, Teppema 

et collaborateurs stipulent dans leur étude que l'hypercapnie provoque l’expression de c-fos de 

manière dose dépendante de la dose. 

- Conséquence de l’absence de leptine sur l’expression de c-fos en normocapnie 

La comparaison du niveau d’expression basal entre les souris WT et les souris ob/ob 

suggère que la déficience des systèmes leptinergiques ait des conséquences sur le niveau 

d’activité de plusieurs structures respiratoires. Nos résultats montrent une élévation du nombre 

de neurones c-FOS positifs au niveau du c/m et vlNTS, de la VLM, du lPB, et du ROb. Cette 

suractivité suggérée par l’expression de c-fos pourrait être causée directement par l’absence de 
leptine qui selon cette hypothèse exercerait un effet modérateur lorsqu’elle est présente. 
Cependant, dans la mesure où l’influence de la leptine sur la commande respiratoire est 
facilitatrice (Bassi et al., 2016), et que ces structures sont elles aussi à l’origine d’une facilitation 
de la ventilation, cela est peu probable. Une autre possibilité serait que cette augmentation soit 

en relation avec la situation physiologique d’hypoventilation dans laquelle se trouvent les souris 
ob/ob (O'Donnell et al., 1999). En effet, l’hypoventilation constatée chez ces souris diminue la 
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PaO2 et augmente la PaCO2 de manière chronique (O'Donnell et al., 1999). δ’augmentation de 

CO2 et la diminution d’O2 doivent être détectées et conduire à l’activation directe ou indirecte 
de tout ou partie des structures centrales impliquées dans la modulation réflexe de la commande 

respiratoire. En effet, le c/mNTS, la VLM, le ROb et le lPB font partie de ces voies nerveuses 

(Berquin et al., 2000a, Teppema et al., 1997, Yokota et al., 2015). Une hypothèse plausible est 

donc que la suractivité observée au sein de ces structures chez les souris ob/ob soit liée à ce 

phénomène. Au regard de l’hypoventilation constante chez ces souris, cette suractivité 
n’apparait pas être en mesure d’exercer une facilitation suffisante pour une ventilation optimale. 
Cependant le marqueur d’activité neuronale à court terme (c-fos) que nous avons utilisé n’est 
pas optimal lorsqu’il s’agit d’observer des effets à long terme et donc la plasticité neuronale 

que pourrait induire la déficience en leptine sur le réseau neuronal impliqué dans la ventilation 

en condition basale. Une hypothèse alternative expliquant cette élévation de l’expression de c-

fos serait que l’activité neuronale à court terme que nous observons dans certaines régions du 

tronc cérébral soit liée à une plus grande sensibilité des souris ob/ob au stress inhérent à 

l’expérimentation. Il a été montré que l'ingestion excessive et à long terme de nourriture, ainsi 

que son retrait subséquent, favorisent l'obtention de résultats liés au stress chez la souris (Ulrich-

Lai et al., 2015). Les souris ob/ob rentrent dans ce cadre puisque dépourvues de leptine, elles 

ingèrent continuellement de la nourriture et que la stimulation au CO2 s’effectue dans une cage 
où la nourriture est moins accessible et en quantité restreinte. Les structures qui pourraient être 

concernées par l’implication d’un stress sont par exemple le δH, le NTS et la rVδε. Nous 
n’avons pas observé de différence d’expression basale au niveau du diencéphale mais le NTS 
et la rVδε font parties des régions où l’expression basale de c-fos est augmentée.  

- Caractérisation du réseau neuronal activé par l’hypercapnie lorsque les systèmes 
leptinergiques sont déficients 

Toutes les structures qui chez la souris WT présentaient une augmentation de 

l’expression de c-fos induite par l’hypercapnie i.e. le c/mNTS, la VLM, le LC, le lPB, la vlPAG 

et le RDo ne présentaient pas une telle modification chez les souris ob/ob. Cette absence 

d’élévation d’activité peut participer à la nette diminution de la réponse respiratoire au CO2 

constatée chez ces souris déficientes en leptine (O'Donnell et al., 2000). Selon cette hypothèse, 

la leptine participerait donc à la réponse respiratoire au CO2 en contribuant à élever l’activité 
des neurones de ces structures. 

Cependant, les souris ob/ob présentent tout de même une réponse respiratoire à 

l’hypercapnie ce qui suggère la mise en jeu, au moins en partie, de mécanismes impliqués dans 
l’adaptation de la ventilation. En ce sens, le résultat de la comparaison de l’expression de c-fos 

observé chez des souris ob/ob en normocapnie et en hypercapnie doit être relativisé au regard 

de l’effet de l’absence de leptine dès la normocapnie. En effet, si l’on compare le nombre de 

neurones c-FOS-positifs en hypercapnie des souris WT et des souris ob/ob, il est à noter d’une 
part une élévation du niveau d’activité au sein du ROb et de la région RTN/pFRG chez les 
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souris ob/ob et d’autre part plus spécifiquement, une élévation de la proportion de neurones 

sérotoninergiques activés dans le RPa et le ROb. Ces augmentations suggèrent la participation 

de ces régions à la moindre réponse respiratoire au CO2 des souris ob/ob. Il est possible que 

l’augmentation de l’expression de c-fos dans ces structures, induite par l’hypercapnie de base 
des souris, masque une élévation d’activité supplémentaire induite par les 8% de CO2 imposés. 

Au niveau diencéphalique nous avons constaté une seule élévation du niveau d’activité 
neuronale suggérée par c-fos au sein du PaLP. Cette élévation pourrait participer chez la souris 

ob/ob à la réponse ventilatoire à l’hypercapnie. En effet, chez le chat comme chez le rat, des 

études permettent de relier cette structure à la régulation de la CCR. En effet, des travaux 

anatomiques ont montré que des neurones du noyau paraventriculaire sont connectés au réseau 

respiratoire ponto-bulbaire (Saper et al., 1976b, Yeh et al., 1997), et également aux 

motoneurones phréniques (Yeh et al., 1997) et que l’injection de glutamate au niveau du noyau 
paraventriculaire entraîne une augmentation de la ventilation (Yeh et al., 1997). En outre, la 

présence de projections du mNTS, zone de projection des afférences issues des 

chémorécepteurs périphériques, vers les noyaux paraventriculaires de l’hypothalamus a été 

rapportée (Ricardo & Koh, 1978, Ter Horst et al., 1989). Et enfin, la partie parvocellulaire du 

noyau paraventriculaire (dont le PaLP) projette vers la rVLM. Ces différents éléments indiquent 

donc que cette structure peut moduler la ventilation. Plus précisément, les liens anatomiques 

avec le c/mNTS sont en faveur de son implication suite à l’activation de structures nerveuses 
incluses dans le circuit de la chémosensibilité périphérique. Cependant, dans la mesure où 

l’augmentation du nombre de neurones c-FOS-positif dans le PaδP n’est pas accompagnée 
d’une élévation du nombre de ces neurones au sein du c/mNTS, il est peu probable que 
l’activation suggérée par l’expression de c-fos que nous observons dépende d’une telle voie. 
Cette analyse est d’ailleurs corrélée au fait que nous n’observons pas de modification de 
l’expression de c-fos induite par l’hypercapnie chez les souris ob/ob alors que les neurones du 

PaδP projettent vers cette structure. Ainsi, il est possible que l’action respiratoire du PaδP 
s’exerce directement sur les motoneurones phréniques (non étudiée dans nos travaux) ou même 
qu’elle participe à la régulation de variables physiologique indépendante de la ventilation au 

niveau de structures que nous n’avons pas étudiées. Par ailleurs, la perte d’augmentation de 
l’expression de c-fos induite par l’hypercapnie dans les autres structures encéphaliques 
analysées à savoir le LC, la vlPAG et le RDo chez la souris ob/ob par rapport aux WT n’apparait 
pas être dépendante de la conséquence de l’absence de leptine dès la normocapnie. Ainsi, 
l’absence d’activation des neurones de ces structures lorsque les systèmes leptinergiques sont 
déficients pourrait être en relation avec la diminution de la réponse respiratoire au CO2 des 

souris ob/ob. Les souris ob/ob répondent à l’hypercapnie même si leur réponse est amoindrie 

par rapport aux WT mais aucune des structures analysées hormis le PaLP ne présente une 

augmentation du nombre de c-FOS positifs. Pourtant il a été montré dans la littérature que 

l’injection de leptine dans le 4ème ventricule de souris ob/ob, restaure la ventilation en réponse 

au CO2 (Bassi et al., 2012). Le 4ème ventricule est situé à proximité des sites possédant des 
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récepteurs à la leptine (lPB, NTS) ainsi que des structures connues pour leur implication dans 

la modulation de la respiration en hypercapnie comme le LC, qui possèdent également des 

récepteurs à la leptine (Bassi et al., 2016). Une hypothèse alternative que nous pouvons 

formuler serait que les populations cellulaires impliquées dans la conservation de la réponse à 

l’hypercapnie chez les souris ob/ob n’expriment pas le gène c-fos à des niveaux détectables 

(Dragunow & Faull, 1989, Hughes & Dragunow, 1995). En effet, tous les neurones, lorsqu’ils 
sont activés, n'expriment pas nécessairement c-fos (Dragunow & Faull, 1989). Ceci nous oblige 

à faire attention lors de l'interprétation des résultats car l'absence de marquage c-FOS ne 

correspond pas forcément à une absence d'activité neuronale. 

 Perspectives 

L’ensemble de nos expériences a permis d’une part de confirmer le phénotype 
ventilatoire des souris ob/ob, caractérisé par une hypoventilation basale et une diminution de 

réponse ventilatoire à l’hypercapnie. Au-delà, cette étude est la première à s’attarder sur la 
ventilation de base des souris ob/ob et à montrer une diminution des variables ventilatoires. 

Nous avons par ailleurs mis en avant l’implication majeure de mécanismes centraux relayant 

les effets ventilatoires de la leptine. D’autre part ,nos résultats ont également permis de localiser 

au moins en partie les sites potentiels des actions centrales de la leptine. Nos données indiquent 

une suractivité chez les souris ob/ob dans de nombreuses structures respiratoires dès la 

normocapnie probablement associée à l’hypoventilation des souris. Nous avons pu également 

observer l’absence d’augmentation du nombre de neurones c-FOS positifs induite par 

l’hypercapnie chez les souris ob/ob à l’inverse de ce que nous avons observé chez les témoins 

dans des structures respiratoires clés. Notre hypothèse est que cette non activation lors d’un 
challenge hypercapnique participe au moins en partie à la réduction de la réponse respiratoire 

au CO2 des souris déficientes en leptine. 

Afin d’aller plus loin dans l’étude des mécanismes centraux par lesquels la leptine 
pourrait faciliter la ventilation en normocapnie et en hypercapnie mais aussi de compléter notre 

étude existante il serait souhaitable d’envisager d’autres expérimentations. D’abord la 
caractérisation du phénotype ventilatoire en normocapnie chez les souris ob/ob mériterait d’être 
complétée par une mesure des variables métabolique (PaO2 et PaCO2) afin de confirmer si la 

diminution de la V̇E que nous avons observée chez les souris ob/ob se traduit par une diminution 

de la PaO2 et une augmentation de la PaCO2 comme cela a été décrit dans la littérature 

(O'Donnell et al., 1999). Cela nous permettrait de valider l’hypoventilation constatée sur le plan 

des variables ventilatoires. Pour discriminer l’effet de la déficience en leptine de l’obésité en 
condition basale il pourrait être intéressant de réaliser une mesure des variables ventilatoires 

couplée à une mesure des variables métaboliques en fonction du stade de développement chez 

les souris ob/ob. Concernant l’abaissement du seuil de la capnie à partir duquel une réponse 

ventilatoire à l’hypercapnie a été observée, nous pourrions envisager également de reprendre 



Discussion et perspectives 
–Implication de la leptine dans la ventilation en normocapnie et en hypercapnie 

– 314 – 

les tracés ventilatoires des souris ob/ob afin d’extraire une valeur indicative du nombre d’apnées 
que ces souris présentent. Ainsi nous pourrions confirmer ou infirmer notre hypothèse quant à 

l’implication des apnées dans l’augmentation de la chémosensibilité centrale au CO2 des souris 

ob/ob. Dans l’étude de la cartographie des régions encéphaliques respiratoires de souris ob/ob 

en hypercapnie, nous pourrions réaliser d’autres marquages immunohistochimiques en utilisant 
un marqueur d’activité neuronale à long terme FOSB plus adapté à la recherche de l’installation 
d’un phénomène de neuroplasticité. Cela pourrait nous permettre de mieux discriminer la cause 

sous-jacente de l’activation de certaines structures neuronales dès la normocapnie que nous 
avons observé chez les souris ob/ob. En effet, cette activation neuronale dès la normocapnie 

pourrait traduire soit un phénomène de plasticité dû à la chronicité de la déficience en leptine 

qui pourrait instaurer des mécanismes compensatoires soit une exposition à un stress lors de 

l’expérimentation ou encore la présence de l’hypoventilation. Une étude de mesure des 
variables ventilatoires en normocapnie et en hypercapnie couplée à des injections de leptine in 

vivo dans le 4e ventricule de souris WT pourrait être envisagée afin d’analyser l’impact central 

direct de la leptine sur les variables ventilatoires in vivo. Pour compléter cette étude, les 

encéphales des souris WT pourraient être prélevés directement à la fin de la mesure des 

variables ventilatoires soit après la normocapnie, soit après l’hypercapnie, afin de localiser, à 
l’aide de la détection immunohistochimique de c-FOS, les structures encéphaliques 

respiratoires impliquées dans les effets de la leptine sur la ventilation en normocapnie ou en 

hypercapnie que nous pourrions observer. Par ailleurs, nous avons réalisé des expériences de 

mesure de la CCR sur des préparations ex vivo de bulbe rachidien-moelle épinière isolées de 

souris nouveau-nées sauvages après application pharmacologique de leptine en normopH et en 

acidose métabolique que nous n’avons pas présentées dans ce manuscrit de thèse par manque 
de temps. Nous avons observé que la fR était significativement augmentée de (+27,4% ; 

p<0,001) après β0 minutes d’exposition à une concentration de 10-8M de leptine en normopH 

par rapport aux valeurs de bases. De façon intéressante, nous avons également pu observer que 

la fR n’était pas significativement différente après γ0 minutes d’acidose métabolique seule ou 
avec application de leptine par rapports aux valeurs pré-acidose métabolique (134,9±9,6% 

versus 124,7±5,3%). Cette analyse des effets de la leptine exogène sur la CCR développée par 

des préparations ex vivo de système nerveux central vient supporter l’hypothèse de l’existence 
d’un mécanisme central dépendant en partie de structures supra-bulbaires en normopH et laisse 

penser que l’implication centrale de la leptine en acidose métabolique dépendrait de 

mécanismes impliquant des structures supra-bulbaires ou périphériques. Il serait intéressant 

d’identifier l’activation des structures neuronales bulbaires impliquées dans l’effet facilitateur 
de la leptine que nous avons observé en normopH sur les préparations ex vivo. 

δ’ensemble des expériences complémentaires ainsi que les nouvelles perspectives 
expérimentales à réaliser pourront permettre de mieux comprendre les mécanismes de la leptine 

mis en jeu en normocapnie et en hypercapnie. In fine, les résultats obtenus pourraient permettre 
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d’ouvrir des pistes thérapeutiques pour des pathologies caractérisées par une hypoventilation 

basale et une insensibilité au CO2 telles que les CHS. 
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ANNEXE 
I. Article publié : Key Brainstem Structures Activated during Hypoxic 

Exposure in One-day-old Mice Highlight Characteristics for 

Modeling Breathing Network in Premature Infants 

 

 
 
 
 
 
En parallèle des travaux présentés précédemment, j’ai pris part à une série expérimentale qui 
concernait une thématique en lien avec le contrôle nerveux de la respiration. Il s’agissait de 
caractériser le réseau neuronal du tronc cérébral activé par l’hypoxie chez la souris nouveau-

née d’un jour, un modèle caractérisé par son immaturité. Notre objectif était de nous approcher 
de la physiologie du nouveau-né prématuré. 

 

 

Les résultats obtenus ont donné lieu à un article qui vous sera présenté ci-dessous et 

dont les principaux éléments seront résumés en amont. 
 
 
 

- 1 article de recherche publié en 2016 dans Frontiers in Physiology. 

 

Key Brainstem Structures Activated during Hypoxic Exposure in One-day-old Mice Highlight 

Characteristics for Modeling Breathing Network in Premature Infants 

Joubert F*, Loiseau C*, Perrin-Terrin AS*, Cayetanot F, Frugiere A, Voituron N, Bodineau 

L ; * co-premières auteures 

Frontiers in Physiology, 2016;7:609 
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1. Résumé 

La cartographie de structures du tronc cérébral activées durant l'hypoxie 
chez la souris âgée d’un jour pourrait modéliser le réseau respiratoire chez 
le nouveau-né prématuré 

Objectif de l’étude 

Caractériser les changements d'activité des populations neuronales du tronc cérébral 

chez des souris nouveau-nées âgées d'un jour (P1) en condition hypoxique afin d’identifier les 
régions encéphaliques impliquées dans la réponse ventilatoire à l’hypoxie à ce stade de 

développement. Ce modèle animal, défini par un système nerveux central particulièrement 

immature à la naissance, permettrait d’approcher la neurophysiologie respiratoire du nouveau-

né prématuré humain en modélisant son réseau neuronal respiratoire. 

Contexte scientifique 

Chez l’humain, les nouveau-nés et les prématurés en particulier, présentent des épisodes 

d'apnée et de bradypnée fréquents, impliquant des épisodes hypoxiques récurrents durant la 

période post-natale (Bryan et al., 1986, Teppema & Dahan, 2010, Carroll & Agarwal, 2010, 

Mathew, 2011). Chez les mammifères nouveau-nés, l’hypoxie entraîne une réponse respiratoire 

biphasique caractérisée par une hyperventilation transitoire suivie d'une baisse sévère de la 

ventilation, appelée dépression ventilatoire hypoxique (HVD pour hypoxic ventilatory 

depression) (Neubauer et al., 1990, Gozal & Gaultier, 2001, Carroll & Agarwal, 2010, Teppema 

& Dahan, 2010). δ’hypoxémie résultant de l’HVD, surtout si elle se répète fréquemment, peut 

affecter les fonctions cardiovasculaires, neurocognitives et ainsi altérer la qualité de vie. Ainsi, 

un dysfonctionnement de la réponse ventilatoire à l’hypoxie pourrait être lié à certaines 

pathologies telles que le syndrome de la mort subite du nourrisson (SIDS pour Sudden Infant 

Death Syndrome). Les cas de SIDS sont généralement caractérisés par une apnée mortelle 

d’origine centrale qui pourrait être liée à une HVD importante.  
Les mécanismes à l’origine de la réponse ventilatoire biphasique à l’hypoxie sont divers 

et restent à clarifier. δ’hyperventilation transitoire est attribuée à la stimulation des 
chémorécepteurs périphériques, ce qui engendre une élévation d’activité neuronale dans 

certaines structures du réseau respiratoire bulbo-pontique, telles que le NTSc, la VLM, le 

RTN/pFRG et le lPB (Vizek et al., 1987, Erickson & Millhorn, 1991, Finley & Katz, 1992, 

Erickson & Millhorn, 1994, Hayward & Felder, 1995, Waldrop & Porter, 1995, Hirooka et al., 

1997, Blessing et al., 1999, Takakura et al., 2006a, Carroll & Agarwal, 2010, Teppema & 

Dahan, 2010, Guyenet & Bayliss, 2015b). En parallèle, l’HVD dépendrait de l’activation de 
mécanismes centraux, parmi lesquels une hyperperfusion des groupes neuronaux CO2/H+-
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sensibles de la surface ventrale du bulbe rachidien (Neubauer et al., 1990), un hypométabolisme 

consécutif à une chute d’O2 disponible (Mortola, 2004), une libération de neuromodulateurs 

ayant un effet modérateur sur la CCR tels que l'adénosine (Runold et al., 1989, Neubauer et al., 

1990, Kawai et al., 1995) ou la sérotonine (Herman et al., 1999, Richter et al., 1999) et d’une 
activation intrinsèque de cellules du bulbe rachidien, qualifiées d’O2-sensibles, par une PO2 

faible (Nolan & Waldrop, 1993, Bodineau & Larnicol, 2001, Voituron et al., 2006, Voituron et 

al., 2011). La première phase d’hyperventilation augmente avec la maturation du SNC alors 
que la phase secondaire de dépression respiratoire est plus importante à la naissance que dans 

les jours qui suivent (Carroll & Agarwal, 2010, Teppema & Dahan, 2010). Ainsi alors que chez 

l’adulte la réponse ventilatoire à l’hypoxie est dominée par la phase d’hyperventilation, 
l’immaturité du SNC chez le nouveau-né fait que c’est la phase de dépression respiratoire qui 
prévaut sur la phase d’hyperventilation. Cette dépression respiratoire accrue pourrait en 

particulier résulter de l'activation d'un ou plusieurs mécanismes de défense fœtaux ; en 

particulier, une inhibition de la CCR fœtale in utero en cas hypoxémie. En effet, si la quantité 

d’O2 passant à travers le placenta diminue, le fœtus suspend immédiatement ses mouvements 

pulmonaires, ce qui permettrait de limiter la consommation d’O2 sans préjudice pour le fœtus 
puisque l'activité respiratoire dans l'utérus n'est pas une fonction vitale. Cela constituerait un 

mécanisme d’adaptation efficace car la réduction de la quantité d’O2 disponible est alors 

compensée par une diminution de sa consommation tout au moins au niveau des muscles 

respiratoires. Cependant, une telle situation récurrente ou prolongée trop longtemps prive de 

nombreuses cellules d’un niveau suffisant d’O2 et peut induire des effets néfastes sur 

l’organisme. Par ailleurs, une situation physiologique qui aurait pour conséquence un 

renforcement de la dépression respiratoire au détriment de l’hyperventilation conduirait à un 
manque exagéré d’O2 et c’est d’ailleurs une des hypothèses proposées concernant la survenue 
du syndrome de mort subite du nourrisson (Poets et al., 1999, Hunt, 2001, Kinney et al., 2001, 

Lavezzi, 2015). 

Dans ce contexte, nous avons étudié les changements d'activité des populations 

neuronales du tronc cérébral impliquées dans la CCR entre la normoxie et l’hypoxie chez des 
souris nouveau-nées âgées d'un jour à l’aide de la détection de la protéine c-FOS, marqueur 

d’activité neuronale à court terme. Aussi, les différents phénotypes des populations cellulaires 
c-FOS-positives ont été caractérisés à l’aide de co-détections i.e. c-FOS/tyrosine hydroxylase, 

c-FOS/5-HT, c-FOS/PHOXβB. Notre hypothèse étant que la souris âgée d’un jour constitue un 
modèle d’étude pertinent en raison de l’immaturité de son SNC à la naissance, en comparaison 
aux autres mammifères tels que le rat et l’Homme (Teppema & Dahan, 2010, Mallard & Vexler, 

2015, Darnall et al., 2016). La cartographie précise des populations neuronales impliquées au 

cours de la réponse ventilatoire à l’hypoxie dans ce modèle murin, nous a permis par 

extrapolation une modélisation du réseau respiratoire chez le nouveau-né prématuré humain. 

Résultats 
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- Réponse ventilatoire biphasique induite par l’hypoxie  
δes changements de ventilation induits par l’hypoxie ont été appréciés par 

pléthysmographie (Bartlett & Tenney, 1970) sur une population de souris nouveau-nées. Cette 

série expérimentale se proposait de vérifier le phénotype ventilatoire en normoxie et les 

caractéristiques de la réponse ventilatoire à l’hypoxie des souris nouveau-nées au regard des 

données de la littérature.  

Alors que nous avons pu constater l’absence de modification de la ventilation de souris 
maintenues en normoxie, les souris placées en hypoxie ont présenté une réponse ventilatoire 

biphasique avec une élévation de la ventilation observée dès les β premières minutes d’hypoxie 
suivie d’une dépression ventilatoire constatée après β5 minutes d’hypoxie. Cette réponse 
biphasique est concordante avec les données de la littérature (Simakajornboon et al., 2004, 

Bairam et al., 2013). 

- Cartographie des structures du bulbe rachidien et du pont activées par l’hypoxie  
Deux groupes de souris nouveau-nées ont été constitués et soumis pendant 90 minutes, 

l’un à un mélange gazeux hypoxique (11% O2 et 89 % N2) et l’autre à un mélange gazeux 
normoxique (21% O2 et 79% N2). Toutes les précautions ont été prises afin de minimiser une 

expression de c-fos non spécifique. A l’issue des 90 minutes soit d’hypoxie, soit de normoxie, 
les souris nouveau-nées ont été anesthésiées au froid (Danneman & Mandrell, 1997) puis leurs 

troncs cérébraux prélevés, fixés, cryoprotégés et découpés au cryostat. Les coupes transversales 

ainsi obtenues ont été engagées dans des protocoles d’immunodétection d’une part de c-FOS 

seul et d’autre part de c-FOS avec un co-marqueur (i.e. TH, 5-HT, PHOX2B), en suivant les 

techniques couramment utilisées et maitrisées au laboratoire (Bodineau et al., 2011, Voituron 

et al., 2011, Joubert et al., 2016). Les cellules c-FOS positives ont été comptées dans diverses 

structures du bulbe rachidien et du pont connues pour leur implication dans la CCR et sa 

modulation à l’aide d’un atlas de SNC murin (Paxinos & Franklin, 2001) et de repères 

anatomiques précis afin de standardiser la procédure de quantification (Berquin et al., 2000b, 

Stornetta et al., 2005, Voituron et al., 2006, Voituron et al., 2011, Huckstepp et al., 2015). Le 

nombre total de cellules c-FOS-positives a ensuite été comparé entre les conditions hypoxie et 

normoxie pour chacune des structures.  

Chez les souris nouveau-nées maintenues en normoxie, peu de cellules c-FOS-positives 

étaient présentes au niveau des structures du réseau respiratoire bulbo-pontique impliquées dans 

l’élaboration et la modulation de la CCR. En revanche, chez les souris soumises à l’hypoxie, 
de nombreuses structures du bulbe rachidien présentaient une élévation du nombre de cellules 

c-FOS positives i.e. NTS, cVLM, RTN/pFRG, PP, RMg. Parmi les cellules c-FOS-positives, 

aucun ou très peu des neurones du mNTS et de la cVLM étaient catécholaminergiques, aucun 

des neurones du RTN/pFRG n’était PHOXβB-positif alors que 18% et 25% des neurones du 

cNTS et du mNTS étaient PHOX2B-positifs et que 30% et 15% des neurones du PP et du RMg 

étaient sérotoninergiques. Des structures du pont présentaient également une augmentation du 
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nombre de neurones c-FOS-positifs i.e. mPB, IPB, dSubC et parmi les neurones c-FOS positifs 

du dSubC 45% étaient catécholaminergiques.  

Discussion 

- Élévation du nombre de neurones c-FOS-positifs dans le SubC  

Nos travaux ont permis de mettre en évidence une élévation importante, en hypoxie par 

rapport à la normoxie, du nombre de neurones c-FOS-positifs d’une part au sein des neurones 

du dSubC dont presque la moitié était catécholaminergique et d’autre part au sein des neurones 

du mPB. Une telle augmentation n’avait jusque-là pas été recensée dans la littérature chez 

d’autres rongeurs nouveau-nés (Berquin et al., 2000b). Par contre, cette élévation du nombre 

de neurones c-FOS-positif a été observée chez le fœtus de mouton et la participation de ces 
groupes cellulaires à la mise en place de la dépression respiratoire hypoxique a déjà été 

rapportée et discutée (Gluckman & Johnston, 1987, Walker, 1995, Breen et al., 1997, Nitsos & 

Walker, 1999, Walker et al., 2000, Teppema & Dahan, 2010). Cependant ces résultats n’étaient 
pas retrouvés chez le nouveau-né de mouton ce qui a conduit à proposer que cette élévation 

serait liée à la présence de neurones O2-sensibles participant à la diminution de la CCR chez le 

fœtus. Cette activation neuronale serait absente à la naissance du fait d’une inhibition issue des 
chémorécepteurs périphériques (Breen et al., 1997).  

Nous proposons donc que chez la souris nouveau-née âgée d’un jour, l’inhibition de ce 
mécanisme fœtal ne serait pas effective, ce qui contribuerait à renforcer la dépression 

respiratoire hypoxique. Le caractère particulièrement immature du nouveau-né murin en 

comparaison à d’autres espèces pourrait expliquer que ces observations ne soient pas 
reproduites chez le rat nouveau-né. Des expériences complémentaires de détection de 

l’expression de c-fos chez la souris nouveau-née plus âgée permettraient de valider notre 

hypothèse. Nos travaux sont à mettre en relation avec une récente publication de Lavezzi et 

collaborateurs qui rapportent une hypoplasie dans la région dorso-latérale du pont, où se trouve 

le dSubC et le mPB, chez des nouveau-nés décédés de mort subite du nourrisson (Lavezzi, 

2015). Cela souligne l’intérêt qu’il pourrait y avoir à rechercher plus spécifiquement des 

altérations affectant le SubC dans le cas de troubles respiratoires chez le nouveau-né.  

- Élévation du nombre de neurones c-FOS-positifs dans le NTS et la VLM, sans 
activation notable des cellules catécholaminergiques 

Une élévation du nombre de neurones c-FOS-positifs a été observée au niveau du NTS 

et de la Vδε en hypoxie, deux structures qui pourraient être en lien avec l’hyperventilation 
hypoxique comme cela a été précédemment décrit dans la littérature (Finley & Katz, 1992, 

Nunez-Abades et al., 1993, Erickson & Millhorn, 1994, Hayward & Felder, 1995, Soulier et 

al., 1997, Teppema et al., 1997, Teppema & Dahan, 2010).  
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De plus, nos données indiquent que pas ou très peu de neurones catécholaminergiques 

sont activés par l’hypoxie dans la Vδε et le NTS. δ’absence d’activation des neurones 
catécholaminergiques dans la VLM en hypoxie, à l’inverse de ce qui a été établi auparavant 
chez des rats nouveau-nés ou adultes (Erickson & Millhorn, 1994, Soulier et al., 1997, Teppema 

et al., 1997, Kaur et al., 2001) pourrait d’une part contribuer à minimiser l’hyperventilation 
hypoxique qui dépend en partie de ces neurones et d’autre part participer à une dépression 

ventilatoire et même la renforcer. Si cette observation est probablement due au degré 

d'immaturité du SNC des souris âgées d’un jour, nous supposons qu'un mécanisme similaire 

pourrait exacerber les problèmes respiratoires rencontrés à la naissance chez les prématurés. 

- Élévation du nombre de neurones c-FOS-positifs au niveau de la surface ventrale 
du bulbe rachidien  

Une augmentation du nombre de neurones c-FOS-positifs a été observée au niveau du 

RTN/pFRG, structure impliquée dans la génération et l’adaptation de la CCR. Aucune des 
cellules c-FOS-positives de cette structure n’était PHOXβB-positive. Ces résultats suggèrent 

que l’hypoventilation observée chez la souris nouveau-née lors de la phase HVD ne serait pas 

suffisante pour induire une élévation du CO2, qui stimulerait alors les neurones CO2/H+-

sensibles et ainsi permettrait une augmentation de la ventilation (Teppema et al., 1997, Nattie, 

2001a, Okada et al., 2002, Guyenet et al., 2005a, Stornetta et al., 2006, Teppema & Dahan, 

2010) Guyenet, 2015 #3920}. Ceci est à mettre en relation avec une très bonne efficacité de 

l’hypométabolisme qui contribue à maintenir l’isocapnie à ce stade de développement (Mortola, 

2004). 

Par ailleurs, nos résultats ont montré que 30% des neurones c-FOS-positifs du PP étaient 

sérotoninergiques. Ce groupement cellulaire est considéré comme l’homologue de position du 
noyau arqué humain, décrit comme l’objet d’hypoplasie chez des enfants victimes de mort 
subite du nourrisson (Filiano & Kinney, 1992, Paterson et al., 2006, Kinney et al., 2011). La 

juxtaposition de cette observation avec l’étude de Darnall et collaborateurs qui montre que la 

destruction des neurones sérotoninergiques incluant ceux du PP augmenterait la latence d’éveil 

induite par l’hypoxie chez le rat nouveau-né (Darnall et al., 2016) suggère que les neurones 

sérotoninergiques du PP pourraient avoir un rôle d’éveil au cours de la période post-natale. Une 

hypoplasie les affectant diminuerait la capacité du nouveau-né à s’éveiller lors d’un épisode 
hypoxique, ce qui renforcerait l’état d’hypoxie et contribuerait à la mise en danger de 
l’organisme. 

Conclusion 

Ainsi, notre étude a permis de cartographier avec précision les modifications d’activité 
des populations cellulaires du bulbe rachidien et du pont de souris nouveau-nées âgées d’un 

jour en condition d’hypoxie. δ’ensemble des résultats fournit des éléments de réflexion quant 
aux structures qui peuvent être impliquées dans la majoration de la dépression respiratoire 
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hypoxique chez le nouveau-né et en particulier chez le prématuré. La souris nouveau-née âgée 

d’un jour pourrait ainsi représenter un modèle d’étude particulièrement adapté aux recherches 
ayant trait à la survenue de la dépression ventilatoire hypoxique chez les nouveau-nés 

prématurés ou sur la mort subite du nourrisson.  
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We mapped and characterized changes in the activity of brainstem cell groups

under hypoxia in one-day-old newborn mice, an animal model in which the central

nervous system at birth is particularly immature. The classical biphasic respiratory

response characterized by transient hyperventilation, followed by severe ventilation

decline, was associated with increased c-FOS immunoreactivity in brainstem cell

groups: the nucleus of the solitary tract, ventral reticular nucleus of the medulla,

retrotrapezoid/parafacial region, parapyramidal group, raphe magnus nucleus, lateral,

and medial parabrachial nucleus, and dorsal subcoeruleus nucleus. In contrast, the

hypoglossal nucleus displayed decreased c-FOS immunoreactivity. There were fewer or

no activated catecholaminergic cells activated in the medulla oblongata, whereas ∼45%

of the c-FOS-positive cells in the dorsal subcoeruleus were co-labeled. Approximately

30% of the c-FOS-positive cells in the parapyramidal group were serotoninergic, whereas

only a small portion were labeled for serotonin in the raphe magnus nucleus. None

of the c-FOS-positive cells in the retrotrapezoid/parafacial region were co-labeled for

PHOX2B. Thus, the hypoxia-activated brainstem neuronal network of one-day-old

mice is characterized by (i) the activation of catecholaminergic cells of the dorsal

subcoeruleus nucleus, a structure implicated in the strong depressive pontine influence

previously reported in the fetus but not in newborns, (ii) the weak activation of

catecholaminergic cells of the ventral reticular nucleus of the medulla, an area involved

in hypoxic hyperventilation, and (iii) the absence of PHOX2B-positive cells activated in

the retrotrapezoid/parafacial region. Based on these results, one-day-old mice could

highlight characteristics for modeling the breathing network of premature infants.

Keywords: c-FOS, catecholamine, hypoxic ventilatory depression, serotonin, PHOX2B, subcoeruleus nucleus
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INTRODUCTION

Human infants, particularly premature infants, display frequent
episodes of apnea, and bradypnea, and thus very common
episodes of hypoxia during the postnatal period (Bryan et al.,
1986; Carroll and Agarwal, 2010; Teppema and Dahan, 2010;
Mathew, 2011). In newborn mammals, hypoxia elicits a biphasic
respiratory response, characterized by a transient increase
followed by a severe decline of ventilation called the hypoxic
ventilatory depression (HVD; Neubauer et al., 1990; Gozal and
Gaultier, 2001; Carroll and Agarwal, 2010; Teppema and Dahan,
2010). The hypoxemia resulting from HVD, especially when
frequently repeated, may negatively affect cardiovascular and
neurocognitive functions, neurocognitive outcome, and long-
term quality of life. Dysfunction of the hypoxic ventilatory
response (HVR) is suspected in respiratory diseases such as
Sudden Infant Death Syndrome (SIDS). SIDS victims typically
experience a centrally mediated life-threatening apnea, possibly
related to exaggerated HVD, due to the activation of a defense
mechanism of the fetus that limits its O2 consumption by
stopping the respiratory activity in utero under hypoxemia (Poets
et al., 1999; Hunt, 2001; Kinney et al., 2011; Lavezzi, 2015).

The magnitude of the initial hyperventilation in most
mammalian species increases with maturation, whereas the
magnitude of the late decline is greatest in newborns and
decreases with maturity (Carroll and Agarwal, 2010; Teppema
and Dahan, 2010). Preterm infants with a birth weight <1500 g,
exhibit no initial hyperventilation (Alvaro et al., 1992; Mathew,
2011). Hyperventilation mainly results from the activation
of structures of the medulla oblongata by excitatory inputs
coming from peripheral chemoreceptors (Vizek et al., 1987;
Finley and Katz, 1992; Waldrop and Porter, 1995; Blessing
et al., 1999; Carroll and Agarwal, 2010; Teppema and Dahan,
2010): cells of the commissural and medial parts of the
nucleus of the solitary tract (cNTS and mNTS) and the
ventral reticular nucleus of the medulla (VLM), many of
which are catecholaminergic (Erickson and Millhorn, 1991,
1994; Hirooka et al., 1997). Second order projections transmit
the message to other neuronal populations, such as the CO2-
activated neurons of the retrotrapezoid/parafacial respiratory
group region (RTN/pFRG) shown to be PHOX2B-positive
(Takakura et al., 2006; Guyenet and Bayliss, 2015), and neurons
of the lateral parabrachial nucleus (lPB; Hayward and Felder,
1995). Central mechanisms contribute to a decline in ventilation
in parallel with peripheral chemoreceptor activation; if the

Abbreviations: 5HT, serotonin; A5, A5 region; cNTS, commissural part of the

nucleus of the solitary tract; cVLM, caudal part of the ventrolateral reticular

nucleus of the medulla; dSubC, dorsal part of the subcoeruleus nucleus; f R,

respiratory frequency; HVD, hypoxic ventilatory depression; HVR, hypoxic

ventilatory response; KF, Kölliker-Fuse nucleus; LC, locus coeruleus nucleus, lPB,

lateral parabrachial nucleus; mNTS, medial part of the nucleus of the solitary tract;

mPB, medial parabrachial nucleus; n7, facial nucleus; PP, parapyramidal group;

RMg, raphe magnus nucleus; ROb, raphe obscurus nucleus; RPa, raphe pallidus

nucleus; RTN/pFRG, retrotrapezoid nucleus/parafacial respiratory group region;

rVLM, rostral part of the ventrolateral reticular nucleus of the medulla; SIDS,

Sudden Infant Death Syndrome; TH, tyrosine hydroxylase; V̇E, ventilation minute;

vlNTS, ventrolateral part of the nucleus of the solitary tract; vSubC, ventral part of

the Subcoeruleus nucleus; VT, tidal volume.

initial hyperventilation fails to restore sufficient PO2 in arterial
blood, the central mechanisms reduce the metabolic demand of
the respiratory musculature by lowering ventilation (Neubauer
et al., 1990; Carroll and Agarwal, 2010; Teppema and Dahan,
2010). Various mechanisms underlying the hypoxic decline in
ventilation have been proposed including: (i) hyperperfusion
of medullary CO2-sensitive areas (Neubauer et al., 1990); (ii)
hypometabolism leading to a drop in CO2 production (Mortola,
2004); (iii) release of neuromodulators such as adenosine
(Runold et al., 1989; Neubauer et al., 1990; Kawai et al., 1995) or
serotonin (5-HT) (Herman et al., 1999; Richter et al., 1999); and
(iv) intrinsic activation of cells in themedulla oblonga by low PO2

(Nolan andWaldrop, 1993; Bodineau et al., 2001; Voituron et al.,
2006, 2011).

Here, we examined hypoxia-induced changes in the activity
of brainstem neuronal populations in one-day-old mice to
characterize the neuronal brainstem component of the HVR
encountered under hypoxia in newborn mammals, in particular
in premature mammals. Our working hypothesis was that one-
day-old mice constitute a pertinent model because their central
nervous system at birth is immature relative to other newborn
mammals, such as humans and rats, with respect to their
neuroanatomy, neurogenesis, gliogenesis, myelinisation, and
molecular and biochemical dynamics in telencephalic regions
(Teppema and Dahan, 2010; Darnall et al., 2016; Mallard and
Vexler, 2015). Cats and rats have been used for many years in
studies to identify the underlying mechanisms of the hypoxic
ventilatory response, but much work has focused on mice
over the past decade because of the increasing availability of
genetic mouse models (Gaultier et al., 2003). Cell populations
involved in the HVR of mice, particularly at birth, are not
fully known. Thus, we performed an expanded analysis of
changes in c-FOS expression under hypoxia in brainstem areas
related to respiratory control. Dual labeling allowed us to
characterize various activated c-FOS-positive cell populations by
assessing their catecholaminergic, serotoninergic, or PHOX2B
immunoreactivites.

MATERIALS AND METHODS

All experiments, approved by the Charles Darwin Ethics
Committee for Animal Experimentation (Ce5/2011/05), were
carried out in accordance with Directive 2010/63/EU of the
European Parliament and of the Council of 22 September, 2010
and French law (2013/118). All efforts were made to minimize
the number of animals used and their suffering. Animals were
maintained on a 12-h light-dark cycle with free access to food
and water.

Experiments were performed on 31 newborn C57Bl6J mice
(24.6± 2.6 h old; Charles River Laboratories, l’Arbresle, France).

The Hypoxic Respiratory Response
Recording of Respiratory Variables
Changes in ventilatory variables were non-invasively measured
during the apnea-free period using a home-made whole body
plethysmograph (Bartlett and Tenney, 1970) on 12 newborn
mice. Animals were placed in an experimental chamber (20 ml)
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in which they freely moved. The chamber was connected to a
reference box of the same size equipped with a temperature
sensor (Newport Electronic, Santa Ana, CA, USA) that permits
temperature control. The temperature of the animals was
measured before and after each experiment via an oral probe.
During recording sessions, the chamber was sealed and air
flow to the chamber interrupted for 20 s (2 and 25 min after
the beginning of hypoxia), leading to a change in pressure
because the volume of the chamber was fixed. Between two
recording sessions, the chamber was ventilated either with
a humidified normoxic mixture (21% O2, 79% N2) or a
hypoxic mixture (11% O2, 89% N2) heated to a temperature
of ∼31◦C, the thermoneutral zone (Gordon, 1993), using an
external heat source. The pressure change induced by the
respiratory flowwas assessed by connecting a differential pressure
transducer (Valydine DP 45, Northridge, CA, USA) using
an adaptation of the previously described barometric method
(Bartlett and Tenney, 1970). The pressure signal was digitized
through a Spike 2 data analysis system (Cambridge Electronic
Design, Cambridge, UK). Measurement of the ventilatory
variables was made on this signal i.e., respiratory frequency
(f R), tidal volume (VT), minute ventilation (V̇E), and the
number of apneas per min (a ventilatory pause longer than
twice the duration of the preceding respiratory cycles; Matrot
et al., 2005; Menuet et al., 2011). The VT was calculated
using Drorbaugh and Fenn’s equation (Drorbaugh and Fenn,
1955).

Respiratory Variables Observation
Prior to each experimental session, newborn mice were exposed
to normoxic conditions for 20 min to become habituated to
the chamber. Recordings were made under normoxic conditions
for a further 15 min to define the control values. During the
test period, the chamber was either flushed with the normoxic
mixture (control group; n = 4) or the hypoxic mixture (hypoxic
group; n = 8). Use of the control group ensured that the long
period of retention in the recording chamber did not induce
changes in the respiratory variables. At the end of the test
period, newborn mice were removed from the chamber and the
buccal temperature was taken. The respiratory variables were
measured during the apnea-free periods during the hypoxic test
(2 and 25 min after the beginning of hypoxia) and expressed as
the percentage of control values. For the VT calculation under
hypoxia, the buccal temperature used was that measured before
mice were placed in the recording chamber for the value at 2 min
of hypoxia and that measured immediately at the end of the test
for the value at 25min of hypoxia.

Each recording session lasted ∼20 s; a calibration volume of
100 µl was injected into the plethysmographic chamber with
a Hamilton syringe toward the end of each recording session.
Each newborn mouse was exposed only one time to the protocol.
Recordings were made during 20-s periods when the chamber
was sealed, and not continuously. Values are presented asmean±
standard error of the mean (SEM). D’Agostino-Pearson omnibus
normality test was realized to assess the distribution of the data.
The hypoxic ventilatory response was evaluated by one-way
ANOVA for repeated measures followed by a Tukey’s multiple

comparisons test (GraphPad Prism5 San Diego California USA).
Differences were considered to be significant if p < 0.05.

Analysis of Hypoxia-Responding
Brainstem Areas
Induction of c-FOS
The detection of c-FOS requires minimizing manipulations that
could induce changes of cell activity unrelated to the studied
stimulus and a sufficiently long induction period to induce
detectable changes in c-fos expression (Herdegen and Leah, 1998;
Perrin-Terrin et al., 2016). The protocol used for inducing c-
FOS expression was similar to that used for analyzing the effect
of hypoxia on respiratory variables with two exceptions: (i)
the duration of the test period was 90 min (to facilitate c-
FOS induction as c-FOS protein has a half-life of 90–100 min;
Herdegen and Leah, 1998) and (ii) the absence of a recovery
period to exclude the possibility that changes of neuronal activity
revealed by c-FOS protein detection might be related to post-
hypoxic neuronal mechanisms (Morris et al., 2003). At the end of
the hypoxic period, newborn mice were placed under deep cold
anesthesia (Danneman and Mandrell, 1997) and the brainstems
removed.

Immunohistological Procedures
Immunohistochemical analysis for c-FOS was carried out in
mouse brainstems exposed to either normoxia or hypoxia
(n = 19) to identify hypoxia-induced changes in cell activity.
Brainstems were fixed in 4% paraformaldehyde in 0.1M
phosphate buffer (pH 7.4) for 48 h at 4◦C (Voituron et al.,
2011). They were then cryoprotected for 48 h in 30% sucrose in
0.1M PBS and stored at −20◦C for subsequent use. Standard
immunohistochemical procedures were used to locate c-FOS
on 40 µm-thick coronal free-floating sections obtained using a
cryostat (Leica CM 1510S; Bodineau et al., 2011; Voituron et al.,
2011).

The detection of c-FOS was coupled with that of tyrosine
hydroxylase (TH), 5-HT, or PHOX2B to characterize the cells
displaying changes in activity revealed by c-FOS analysis.

The manufacturer verified the specificity of primary
antibodies in all cases and in addition, control sections were
processed in parallel, but with the omission of the primary or
secondary antibodies; we observed no labeling in the absence of
the primary or secondary antibodies.

c-FOS Immunohistochemistry
Sections were incubated with a rabbit polyclonal antibody
against c-FOS (sc-52; Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, CA, USA; 1:2000) for 48 h at 4◦C. They were
then incubated for 2 h with a biotinylated goat anti-rabbit
immunoglobulin (Vector Laboratories, Burlington, Canada;
1:500) followed by an avidin-biotin-peroxidase complex
(Novostain Super ABC kit, Novocastra Laboratories, Newcastle,
UK; 1:250) for 1 h. Peroxidase activity was detected using
0.02% 3,3′-diaminobenzidine tetrahydrochloride, 0.04% nickel
ammonium sulfate, and 0.01% H2O2 in 0.05 M Tris-HCl buffer
(pH 7.6).
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Sections were mounted in sequential caudo-rostral order on
silane-treated slides, air-dried, dehydrated with absolute alcohol,
cleared with xylene, and coverslipped using Depex.

Dual Immunohistochemistry for c-FOS/TH and

c-FOS/5-HT
c-FOS was detected using a rabbit polyclonal antibody against
c-FOS (sc-253 Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA,
USA; 1:8000; 48 h; 4◦C) according to the same protocol as
above. The free-floating sections were then incubated with
either a mouse polyclonal antibody against TH (MAB318,
Millipore, 1:4000) or a rabbit polyclonal antibody against 5-HT
(S5545, Sigma–Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France; 1:500;
48 h; 4◦C). Sections were subsequently incubated for 2 h with
biotinylated horse anti-mouse (Vector Laboratories, Burlington,
Canada; 1:500) or goat anti-rabbit (Vector Laboratories,
Burlington, Canada; 1:500) antibodies, and then with an
avidin-biotin-peroxidase complex (1:250). The TH and 5-HT
immunoreactivities were detected by incubation for 3–5 min in
NovaRED (Vector Laboratories, Burlington, Canada).

Sections were mounted in sequential caudo-rostral order
on silane-treated slides as for the single immunohistochemical
detection of c-FOS. They were air-dried, dehydrated with
absolute alcohol, cleared with xylene, and coverslipped using
Entellan R© (VWR International S.A.S).

Dual Immunohistofluorescence for c-FOS/PHOX2B
Sections were first incubated with a primary antibody against
PHOX2B (sc-13226, Santa Cruz biotechnology INC, Santa Cruz,
CA, USA; 1:500; 48 h, 4◦C), then with an Alexa 488-labeled
donkey anti-goat antibody (Molecular Probes, Eugene, OR, 2 h
at room temperature). Sections were then incubated with a c-
FOS rabbit polyclonal antibody against the c-FOS protein (sc-253
Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA; 1:4000;
48 h; 4◦C), and then with an Alexa 555-labeled goat anti-rabbit
antibody concomitantly with DAPI at 1:4000 (Molecular Probes,
Eugene, OR, 2 h at room temperature). Sections were then
washed, mounted in sequential caudo-rostral order on silane-
treated slides, air-dried, and coverslipped using AquaPolyMount
(Biovalley, Marne La Vallée, France).

Quantitative Analysis of the Effect of Hypoxia on the

Number of c-FOS-Positive Cells and Their

Characterization
Sections were examined under a light and fluorescence
microscope (Leica DM 2000, Leica Microsystems, Heidelberg,
Germany). We analyzed c-FOS-positive cells in brainstem
structures related to respiratory control: the A5 region (A5), lPB
and medial parabrachial nucleus (mPB), Kölliker-Fuse nucleus
(KF), locus coeruleus nucleus (LC), subcoeruleus nucleus (SubC;
the dorsal and ventral parts were separated at the level of the
ventral boundary of the trigeminal motor nucleus i.e., dSubC
and vSubC) at the pontine level and the VLM, hypoglossal
nucleus (12N), dorsal motor nucleus of vagus (10N), cNTS,
mNTS, and ventrolateral part of the nucleus of the solitary
tract (vlNTS), raphe magnus, obscurus, and pallidus nuclei (RMg,
ROb, and RPa), facial nucleus (n7), and the ventral medullary
surface. Definitions of boundaries of these structures were made

according to the mouse brain atlas (Paxinos and Franklin, 2001;
Paxinos et al., 2007). The VLM is a neuronal column ventral
to the ambiguus nucleus including the A1C1 group of neurons
and extending from the pyramidal decussation to the caudal
edge of the facial nucleus. We made a distinction between the
caudal part of the VLM (cVLM; from the pyramidal decussation
to the caudal edge of the lateral paragigantocellulaire nucleus)
and the rostral part of the VLM (rVLM; from the caudal edge
of the lateral paragigantocellulaire nucleus to the caudal edge
of the facial nucleus) using standard landmarks as previously
described (Voituron et al., 2011). The pre-Bötzinger complex is
located in the caudal part of the rVLM. We also distinguished
near the ventral surface of the medulla: (i) the lateral and medial
part of the RTN/pFRG i.e., the lateral RTN/pFRG and medial
RTN/pFRG and (ii) a more medial area at the lateral edge of the
pyramidal tract, the parapyramidal group (PP) (Berquin et al.,
2000a; Stornetta et al., 2005; Voituron et al., 2011), based on
previously published data (Voituron et al., 2006, 2011; Huckstepp
et al., 2015). We localized all of these structures with the aid of
numerous ventral, dorsal, and lateral landmarks (such as those
indicated in Figures 2–5) to delimit the entire volume of each
structure.

The distribution of c-FOS cells was plotted onto drawings
with the aid of a drawing tube attached to the microscope
to illustrate their distribution (Figure 2). c-FOS and double-
labeled cells were also photographed with a digital camera (Leica
DFC450C, Leica Microsystems, Heidelberg, Germany). C-FOS
counts were performed by eye using a counting grid in the
eyepiece of the microscope at x400 to count all immunolabeled
cells by varying the micrometer of the microscope, which was
essential for tissue sections of 40 µm. For dual labeling, the
counts were performed either by eye (at x400 except for the locus
coeruleus, the pallidus, and obscurus raphe nuclei where x1000
magnification was used due to the high density of TH and 5-HT
in labeled cells) or using images obtained with a digital camera
(c-FOS/PHOX2B). We compared the total number of cells under
normoxia and hypoxia for each analyzed area (Table 1). We
analyzed the differences between the mean numbers of neurons
obtained under normoxia or hypoxia using GraphPad (GraphPad
Prism5 San Diego California USA) and used the Mann-Whitney
tests to determine significance. Differences were considered to be
significant if p < 0.05.

RESULTS

The mean age of the pups assessed in the study (n = 31) was
24.6 ± 2.6 h and the mean weight 1.42 ± 0.02 g. Their mean f R
was 139.0± 14.4 breaths·min−1, mean VT 25.6± 7.6µl·g−1, and
mean V̇E 3.8± 1.0 ml·g−1·min−1 (n= 12).

Hypoxia Induced the Classical Biphasic
Respiratory Response Observed in
Newborns: An Early and Transient Increase
Followed by a Severe Decline in Ventilation
The respiratory variables of unrestrained one-day-old mice
maintained in the recording chamber under normoxia remained
stable throughout the recording period (n = 4). Baseline values
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were defined after 20 min of adaptation in the chamber and
the following values of the respiratory variables expressed as the
percentage baseline. At the end of the recording period, the mean
f R and mean VT were 106.9± 14.3% and 120.9± 7.6% of control
values, respectively, leading to a mean V̇E of 131.2 ± 12.4%
of control values. This observation shows the stability of the
respiratory variables during the period of retention in the
recording chamber.

The mean f R was 166.1 ± 12.5 breaths·min−1, the mean VT

35.6 ± 9.6 µl·g−1, and the mean V̇E 5.4 ± 1.2ml·g−1·min−1

during the normoxic control period in the unrestrained one-day-
old mice that were subsequently submitted to hypoxia (n = 8).
The mean V̇E tended to peak at 158.1 ± 29.4% of control values
2 min after the onset of hypoxic exposure (Figure 1). It then
decreased significantly dropping below control (p < 0.04) and
below the high values observed at the onset of hypoxia (p < 0.03)
to 68.9 ± 10.0% of control values 25 min after the onset of
hypoxic exposure (Figure 1). Changes in V̇E were related to the
respective effects of hypoxia on both f R and VT. The mean f R was
at 115.4± 19.0% of control values 2min after the onset of hypoxic
exposure and at 86.5 ± 7.5% of control values 25 min after the
onset of the hypoxic test. The mean VT was at 138.8 ± 18.6% of
control values 2 min after the onset of hypoxic exposure and at
73.7 ± 15.8% of control values 25 min after the onset of hypoxic
exposure.

Brainstem Areas that Participate in
Respiratory Control Have a Low Number of
c-FOS-Positive Cells under Normoxic
Conditions
One-day-old mice maintained under normoxic conditions
(control animals) had a relatively small number of c-FOS-positive
cells both in respiratory related areas of the medulla oblongata:
NTS, VLM, RTN/pFRG, PP, 10N, 12N, and medullary raphe
nuclei (Table 1; Figures 2A,C,G,I,K), and related respiratory
areas of the pons:. PB, KF, A5, LC, and SubC (Table 1;
Figures 2E,M).

FIGURE 1 | One-day-old mice displayed a ventilatory depression in

response to hypoxia. Average percent change in V̇E from baseline at 2 min

(peak HVR, black bar) and 25 min (white bar) of hypoxic exposure in

one-day-old mice (n = 8). *p < 0.05 vs. baseline, #p < 0.05 vs. peak HVR.

TABLE 1 | Average number of C-FOS-positive cells in brainstem

respiratory areas.

Normoxia Hypoxia

MEDULLA

cNTS 16.0 ± 1.7 39.7 ± 8.0*

P < 0.033

mNTS 35.4 ± 6.4 139.8 ± 17.8**

P < 0.008

vlNTS 42.8 ± 9.6 130.5 ± 19.9*

P < 0.011

ROb 153.4 ± 11.7 87.6 ± 21.1

ns

RPa 107.2 ± 31.6 180.1 ± 44.0

ns

RMg 21.0 ± 2.0 50.2 ± 6.8*

P < 0.023

rVLM 38.2 ± 9.7 66.0 ± 16.7

ns

cVLM 18.6 ± 5.4 81.9 ± 16.4**

P < 0.002

PP 19.4 ± 7.9 80.6 ± 20.9*

P < 0.02

RTN/pFRG 12.5 ± 2.1 30.7 ± 7.2*

P < 0.03

7N 275 ± 8.0 216.6 ± 43.8

ns

10N 6.7 ± 2.4 23.6 ± 5.7

ns

12N 182.1 ± 25.5 122.2 ± 11.31*

P < 0.033

PONS

A5 21.5 ± 6.6 30.3 ± 6.14

ns

LC 37 ± 7.9 41 ± 9.4

ns

dSubC 42.6 ± 9.1 170.1 ± 32.3*

P < 0.048

vSubC 26.4 ± 11.2 56.6 ± 8.5

ns

mPB 7.4 ± 1.4 46.0 ± 12.7**

P < 0.008

lPB 6.8 ± 2.1 27.4 ± 6.35 *

P < 0.037

KF 7.2 ± 2.9 15.8 ± 6.1

ns

Values presented are total number of c-FOS-positive cells ± S.E.M. *P < 0.05, hypoxic

values relative to normoxic values. **P < 0.01, hypoxic values relative to normoxic values.

ns, not significant.

cNTS, commissural part of nucleus of the tractus solitarius; cVLM, caudal part of the

ventrolateral reticular nucleus of the medulla; dSubC, dorsal part of the subcoeruleus

nucleus; KF, Kölliker fuse nucleus; LC, locus coeruleus; lPB, lateral part of the parabrachial

nucleus; mNTS, medial part of nucleus of the tractus solitarius; mPB, medial part of the

parabrachial nucleus; PP, parapyramidal group; RMg, nucleus of the raphe magnus; RPa,

nucleus of the raphe pallidus; ROb, nucleus of the raphe obscurus; rVLM, rostral part

of the ventrolateral reticular nucleus of the medulla; RTN/pFRG, retrotrapezoid/parafacial

region; vlNTS, ventrolateral part of nucleus of the solitary tract; vSubC, ventral part of the

subcoeruleus nucleus.
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FIGURE 2 | c-FOS-positive cells in the medulla oblongata and pons of one-day-old mice under hypoxia. Drawings of representative sections from the

medulla oblongata (A–D) and pons (E,F) under normoxia (A,C,E) and hypoxia (B,D,F). Scale bar = 500 µm. Photomicrographs of c-FOS immunoreactivity in the

mNTS (G,H), the RPa and ROb (I,J), the PP (K,L), and the dSubC (M,N) under normoxia (G,I,K,M) and hypoxia (H,J,L,N). Scale bar = 100 µm. 7N, facial nucleus;

10N, dorsal motor nucleus of the vagus 12N, hypoglossal nucleus; A5, A5 region; Amb: ambiguus nucleus; AP, area postrema; dSubC, dorsal part of the

subcoeruleus nucleus; mNTS, median part of the nucleus of the tractus solitarius; cVLM, caudal part of the ventrolateral medullary reticular nucleus; PP, parapyramidal

group; Py, pyramidal tract; RPa, raphe pallidus nucleus; RMg, raphe magnus nucleus; RTN/pFRG, retrotrapezoid nucleus/parafacial respiratory group; vlNTS,

ventrolateral part of the nucleus of the tractus solitarius; vSubC, ventral part of the subcoeruleus nucleus.

Hypoxia Induces an Increase in c-FOS
Expression in Brainstem Areas that
Participate in Respiratory Control
Medulla Oblongata

Nucleus of the solitary tract
The three analyzed subdivisions of the NTS i.e., cNTS, mNTS,
and vlNTS, especially the mNTS, had significantly more c-
FOS positive cells under hypoxic than normoxic conditions
(Table 1; Figures 2B,H; +148, +235, and +205%, respectively).
Virtually none of the c-FOS-positive cells were immunolabeled
for TH (Figures 3A,D); we observed no dually labeled cells
in the cNTS and vlNTS and only 0.3% in the mNTS. In

addition, some of the c-FOS-positive cells of the cNTS and
mNTS were also immunoreactive for PHOX2B: 18 and 25%,
respectively.

Hypoglossal nucleus
There were slightly, but significantly, fewer c-FOS-positive cells
in the 12N under hypoxia than normoxia (Table 1; Figure 2B;
−33%).

Dorsal motor nucleus of vagus
We observed a higher of number of c-FOS-positive cells in the
10N under hypoxia than normoxia, but the difference was not
significant (Table 1).
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FIGURE 3 | Catecholaminergic character of hypoxic c-FOS-positive cells of one-day-old mice. Drawings illustrating the distribution of cells immunoreactive

for c-FOS (white points) or both c-FOS and TH (black points) in the mNTS, vlNTS (A), VLM (B), and dSubC and vSubC (C) under hypoxic conditions. Scale bar = 100

µm. Photomicrographs of sections double-immunolabeled for c-FOS (gray) and TH (brown) in the mNTS (D), VLM (E), and dSubC (F) corresponding to the regions

outlined by the black rectangles in (A–C), respectively. Scale bar = 100 µm. (G) photomicrograph representing an enlargement of the black rectangle in (F) Scale

bar = 10 µm. Black arrows indicate c-FOS-positive neurons that are also immunoreactive with TH. Amb: ambiguus nucleus; cc: central canal; DMX, dorsal motor

nucleus of vagus; dSubC, dorsal part of the subcoeruleus nucleus; mNTS, median part of the nucleus of the tractus solitarius; Mo5, motor trigeminal nucleus; VLM,

ventrolateral medullary reticular nucleus; vlNTS, ventrolateral part of the nucleus of the tractus solitarius; vSubC, ventral part of the subcoeruleus nucleus.

Ventrolateral reticular nucleus of the medulla
The cVLM, but not the rVLM, which encompasses the pre-
Bötzinger complex, had more c-FOS-positive cells under hypoxic
than normoxic conditions (Table 1; Figures 2A,B;+340%). Only
a few of the hypoxic-c-FOS-positive cells of the cVLM were also
immunoreactive for TH (Figures 3B,E; 5%).

Retrotrapezoid/parafacial region
The RTN/pFRG region also had significantly more c-FOS-
positive cells (∼146%) under hypoxia than normoxia
(Table 1; Figures 3C,D). None of the c-FOS-positive cells
of the RTN/pFRG region were immunolabeled for PHOX2B
(Figure 4).
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FIGURE 4 | Hypoxic c-FOS-positive cells of the RTN/pFRG in

one-day-old mice are not immunolabeled for PHOX2B. Drawing

illustrating the distribution of cells immunoreactive for c-FOS and PHOX2B in

the RTN/pFRG (A). Scale bar = 100 µm. Solid black triangles indicate

neurons that express PHOX2B and white points indicate c-FOS-positive

neurons. Photomicrographs of a section double-immunolabeled for c-FOS (in

red, B,D) and PHOX2B (in green, C,D) in the RTN/pFRG corresponding to the

region outlined by the black rectangle (A). Scale bar = 50 µm. n7, facial

nucleus; RTN/pFRG, retrotrapezoid nucleus/parafacial respiratory group.

Parapyramidal group
The group of cells adjacent to the RTN/pFRG, called the
PP, also had more c-FOS-positive cells under hypoxia than
normoxia (Table 1; Figures 2A–D,K,F; +315%). A substantial
portion of these cells, 30%, were also immunoreactive for 5-HT
(Figures 5A,C,E).

Medullary raphe nuclei
Among medullary raphe nuclei, the RMg displayed more c-FOS-
positive cells under hypoxic than normoxic conditions (Table 1;
Figures 2C,D; +139%). Only a small portion of RMg hypoxic-
c-FOS-positive cells, 15%, were also immunoreactive for 5-HT
(Figures 5B,D,F). In contrast, there were fewer c-FOS-positive
cells under hypoxia than normoxia in the ROb but the difference
was not significant (Table 1; Figures 2A–D,I,J; −43%) and no
change in the number of c-FOS-positive cells in the RPa (Table 1;
Figures 2B,J).

Pons

Parabrachial and Kölliker fuse nuclei
In the PB complex, both the lPB and mPB showed substantially
more c-FOS-positive cells under hypoxia than normoxia
(Table 1; Figures 2E,F; +303 and +522%, respectively). In
contrast, there was no significant difference in the number
of c-FOS-positive cells in the KF under hypoxia (Table 1;
Figures 2E,F).

Locus coeruleus and subcoeruleus nucleus
There were significantly more c-FOS-positive cells in the dSubC
under hypoxic conditions (Table 1; Figures 2E,F,M,N; +299%)
but not in the vSubC (Table 1; Figures 2E,F). Among the
hypoxic-c-FOS-positive cells of the dSubC, 45% were also
immunoreactive for TH (Figures 3C,F,G). Additionally, there
was no difference in the number of c-FOS-positive cells in the
LC (Table 1; Figures 2E,F).

A5 region
We observed no difference in the number of c-FOS-positive
cells in A5 between hypoxic and normoxic conditions (Table 1;
Figures 2E,F).

DISCUSSION

We described and characterized the brainstem neuronal network
activated by hypoxia in one-day-old mice by analyzing c-FOS
protein levels by immunohistochemistry. Our main finding is
that one-day-old mice displayed activation of catecholaminergic
cells of the dSubC, an area implicated in the strong depressive
pontine influence under hypoxia previously reported in the
fetus, but not in newborns or adults of other mammalian
species (Breen et al., 1997; Teppema et al., 1997; Berquin et al.,
2000a,b; Bodineau and Larnicol, 2001). Our results also revealed
that the hypoxia-activated brainstem neuronal network of one-
day-old mice is characterized by weak or absent activation
of cells in areas involved in hypoxic hyperventilation i.e.,
catecholaminergic neurons of the VLM and PHOX2B cells of the
retrotrapezoid/parafacial region (Erickson and Millhorn, 1991,
1994; Takakura et al., 2006) as suggested by the scarcity or
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FIGURE 5 | Serotoninergic character of hypoxic c-FOS-positive cells of one-day-old mice. Drawings illustrating the distribution of cells immunoreactive for

c-FOS (white points) or both c-FOS and 5-HT (black points) in the PP (A) and RMg (B) under hypoxic conditions. Scale bar = 100 µm. Photomicrographs of sections

double-immunolabeled for c-FOS (gray) and 5-HT (brown) in the PP (C) and RMg (D) corresponding to the regions outlined by the black rectangles of (A,B),

respectively. Scale bar = 100 µm. (E,F) photomicrographs representing an enlargement of the black rectangles in (C,D), respectively. Scale bar = 50 µm. Black

arrows indicate c-FOS-positive neurons that are also immunoreactive for 5-HT. RPa, raphe pallidus nucleus; RMg, raphe magnus nucleus; PP, parapyramidal group;

Py, pyramidal tract.

absence of TH-positive or PHOX2B-positive cells among the
c-FOS-positive-cells.

Whole Body Flow Barometric
Plethysmography in One-day-old Mice
We measured respiratory variables using whole-body flow
barometric plethysmography in freely moving newborn mice
to limit confinement-related stress. This is a commonly used
technique to measure pulmonary ventilation in unrestrained
and non-anesthetized animals that consists of recording the
changes of pressure in a chamber caused by breathing (Tree
et al., 2014). As the inspired gas is warmed and humidified
from the ambient to the pulmonary values, the total pressure
in the recording chamber increases; the opposite occurs during
expiration. The accuracy of VT calculations based on whole-
body plethysmography data of small animals has been questioned
(Enhorning et al., 1998; Mortola and Frappell, 1998). The
body temperature, humidity, and temperature of the recording
chamber are difficult to control due to the small size of the devices
used for such small animals, leading to highly variable absolute
VT and V̇E values. These values should thus be viewed with
caution. This has led researchers to base their analysis on the
changing values of VT and V̇E as a percentage of control values.
Furthermore, small mammals, particularly newborns, develop
hypoxic hypothermia due to hypometabolism and increased
heat loss. In our experiments, the temperature of the animal
was evaluated before and after each experiment via an oral
probe because of the difficulty to measure body temperature
continuously with our home-made plethysmograph. Thus, our
plethysmographic data should be taken with caution. Indeed,
the plethysmography was used primarily to simply assure the

presence of a biphasic respiratory response in one day old mice,
as classically described in other newborns (Simakajornboon et al.,
2004; Bairam et al., 2013).

In addition to these considerations, the pups were isolated
from their mother for a long time during the plethysmographic
recordings. We observed no significant modification of the
respiratory variables in animals maintained under normoxia
despite this long separation that may have led to physiological
changes. This indicates that changes in the respiratory variables
developed by newborn mice submitted to hypoxic conditions
are effectively due to the reduction in O2, and not their long
retention.

Neurons of the Subcoeruleus Nucleus, an
Area Implicated in the Strong Depressive
Pontine Influence under Hypoxia in the
Fetus, Are Activated by Hypoxia in
One-day-old Mice
Analysis of c-FOS protein revealed increased activity in neurons
of the mPB and dSubC. Such an increase has not been reported
in other newborn rodents (see the Figure 3 in Berquin et al.,
2000b). In the fetus of sheep, the participation of cells located
in the dorsolateral part of the pons to HVD, more precisely
those in the mPB, KF, and SubC, has already been discussed
in the literature (Gluckman and Johnston, 1987; Walker, 1995;
Breen et al., 1997; Nitsos and Walker, 1999; Walker et al., 2000;
Teppema and Dahan, 2010). Hypoxia induces an increase in c-
FOS expression in neurons of the mPB and SubC in fetal, but not
newborn, sheep (Breen et al., 1997; Nitsos and Walker, 1999).
The hypoxia-activated cells of the SubC have been proposed to
be O2 sensors and to strongly inhibit breathing in fetal sheep,

Frontiers in Physiology | www.frontiersin.org 9 December 2016 | Volume 7 | Article 609



Joubert et al. Brainstem Structures Hypoxia-Activated in One-day-old Mice

but to lose this effect after birth because of their inhibition
by peripheral chemoreceptors (Breen et al., 1997). The present
observed increase in c-FOS-positive cells in the dSubC, of which
a significant portion are catecholaminergic, may be indicative of
activated cells with similar properties to those identified in the
fetus by Walker and collaborators (Walker, 1995; Breen et al.,
1997; Nitsos and Walker, 1999). In such a model, they may be
involved in HVD in one-day-old mice and constitute a non-
inhibited fetal mechanism at birth different from that of other
studied newborn mammals, such as newborn rats, which are
more mature at birth than mice (Gauda, 2006). This feature
of one-day-old mice may make this model particularly suitable
for mechanistic studies on the occurrence of excessive HVD
in premature newborns or even on the occurrence of SIDS.
Indeed, SIDS has been hypothesized to result from the awakening
of a defense mechanism of the fetus consisting of a strong
depressive response to hypoxemia that limits O2 consumption
(Lavezzi, 2015). A recent publication by Lavezzi and collaborators
emphasized hypoplasia and neurochemical alterations of KF
neurons underlying the pathogenetic mechanisms of SIDS
(Lavezzi, 2015). Our present data and previously published work
in fetal and newborn sheep (Breen et al., 1997) underscore the
interest in searching for possible alterations in the integrity of
dSubC neurons in the brainstems of infants who died of SIDS.

In rats, SubC and mPB have been shown to contain pre-
motoneurons that innervate hypoglossal motoneurons involved
in maintaining upper airway patency during breathing (Dobbins
and Feldman, 1995; Fay and Norgren, 1997). The presently
observed decrease in c-FOS protein levels in the hypoglossal
nucleus cells may be linked to an inhibitory drive coming from
the dSubC and mPB during hypoxia. This hypothetic inhibitory
pathway may contribute to HVD by reducing the airway opening
when activated under hypoxia. Noradrenergic cells of the dSubC
innervate the hypoglossal nucleus, of which the motoneurons are
activated by noradrenalin (Aldes et al., 1992; Fenik et al., 2008;
Funk et al., 2011). If dSubC cells are involved in the decrease in
the expression of c-FOS in the hypoglossal nucleus, they would
not be those immunoreactive for TH. Further experiments are
necessary to determine the pharmacological phenotype of the
c-FOS-positive, but TH-negative, cells of the dSubC.

Hypoxia in One-day-old Mice Induces an
Increase in the Number of C-FOS-Positive
Cells in the Nucleus Raphe Magnus, an
Area Previously Described as Having a
Hypoxic Respiratory Depressive Influence
We observed a large increase in the number of c-FOS-positive
cells under hypoxia in the RMg. Such an increase has not
been reported in newborns of other species (Breen et al., 1997;
Teppema et al., 1997; Horn et al., 2000; Berquin et al., 2000b) or
adults subjected to moderate hypoxia (Berquin et al., 2000a), but
has been reported in adults under severe hypoxia (Erickson and
Millhorn, 1994). Based on data from the literature, we suggest
that hypoxia-activated RMg neurons contribute to HVD. Indeed,
activation of RMg neurons attenuate the activation of NTS
neurons by peripheral chemoreceptors (Perez and Ruiz, 1995)

and RMg neurons exert a moderating influence on the VT under
hypoxic conditions (Gargaglioni et al., 2003). Thus, activation of
RMg neurons in one-day-old mice may participate in the HVD.
With the exception of a few cells, the hypoxic c-FOS-positive
cells that we observed were not serotoninergic. In addition to
serotoninergic neurons, the RMg contains GABAergic neurons
that could be involved in HVD. This is supported by the fact that
iv administration of bicuculline, a GABAA antagonist, reduces
the respiratory inhibition that occurs after electrical stimulation
of the RMg (Cao et al., 2006).

Hypoxia Induces an Increase in c-FOS
Expression in NTS and VLM, Two
Structures that Participate in Hypoxic
Hyperventilation, but There Is Little or No
c-FOS Protein in Catecholaminergic
Neurons
Hypoxia induced an increase in the number of c-FOS-
positive cells in areas recognized to be involved in early
hypoxic hyperventilation triggered by stimulation of peripheral
chemoreceptors (see for revue Teppema and Dahan, 2010) i.e.,
the cNTS, mNTS, and lPB. The cNTS and mNTS constitute the
major central site for the integration of inputs from peripheral
chemoreceptors whereas only few afferents from peripheral
chemoreceptors project toward the VLM (Finley and Katz, 1992).
The two subnuclei of the NTS are the first relay between
peripheral afferences and the VLM and lPB (Nunez-Abades
et al., 1993; Hayward and Felder, 1995). All of these connections
conceivably provide a common basis for the hypoxic increase in
c-FOS expression that we observed in these structures in one-
day-old mice and that has been observed in other species at
several stages of development (Teppema et al., 1997; Berquin
et al., 2000b).

The dual detection of c-FOS and TH revealed that no, or
only very few, neurons activated by hypoxia in the cNTS, mNTS,
and VLM were catecholaminergic. Previous data about the
catecholaminergic character of c-FOS-positive hypoxia-activated
cells in these structures made in adult mammals have showed
that no, or very few, c-FOS hypoxia-activated neurons in the
NTS are also catecholaminergic, whereas a large portion of c-FOS
hypoxia-activated neurons in the VLM are also immunoreactive
for TH (Erickson and Millhorn, 1994; Soulier et al., 1997;
Teppema et al., 1997). The only data from the literature
concerning this issue in newborn animals is the study of c-
FOS expression in newborn rats under high-altitude conditions
showing that an altitude of 8000m induces an increase in the
number of c-FOS positive cells in the NTS and VLM with a
large portion of them in the VLM also immunoreactive for
TH (Kaur et al., 2001). Taking into account these data, our
results suggest that the effect of hypoxia on the VLM differed
in one-day-old mice from other studied newborn or adult
mammals. This difference may depend on the maturation state
of either VLM neurons or brainstem connections. The absence
of VLM catecholaminergic neuron activation in one-day-old
mice could conceivably participate in HVD, and even strengthen
it in this model, as they have been associated with hypoxic
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hyperventilation (Erickson and Millhorn, 1994; Soulier et al.,
1997; Teppema et al., 1997). If this observation is likely due to the
degree of immaturity of the central nervous system of the one-
day-old mice as we assume (Teppema et al., 1997; Gauda, 2006;
Mallard and Vexler, 2015), a similar mechanismmay be involved
in exacerbating the respiratory problems encountered at birth in
premature infants.

The Ventral Medullary Surface Displays
Increased c-FOS Expression in
One-day-old mice in Serotonin- but Not
PHOX2B-Positive Neurons
We observed an increase in the number of c-FOS-positive
cells in the RTN/pFRG. The RTN/pFRG is involved in the
respiratory adaptation to both hypercapnia (Teppema et al.,
1997; Nattie, 2001; Okada et al., 2002; Guyenet et al., 2005;
Stornetta et al., 2006; Teppema and Dahan, 2010; Guyenet
and Bayliss, 2015) and hypoxia (Bodineau et al., 2000a, 2001;
Bodineau and Larnicol, 2001; Takakura et al., 2006; Voituron
et al., 2006, 2011; Teppema and Dahan, 2010). The RTN/pFRG
contains both CO2 and O2 sensor cells (Guyenet et al., 2005;
Voituron et al., 2006, 2011; Onimaru et al., 2008; Lazarenko
et al., 2009; Guyenet and Mulkey, 2010) and also integrates
chemosensory inputs from peripheral chemoreceptors (Berquin
et al., 2000a; Bodineau et al., 2000b; Takakura et al., 2006). The
well-identified CO2-sensor cells of the RTN/pFRG (Lazarenko
et al., 2009; Guyenet andMulkey, 2010) are derived from neurons
that express Phox2b, Atoh-1, and Egr-2, and are characterized
by the presence of PHOX2B, NK1 receptors, VGLUT2, TASK-
2, GPR4, and GALANIN (Weston et al., 2004; Stornetta et al.,
2006; Onimaru et al., 2008; Dubreuil et al., 2009; Rose et al.,
2009; Guyenet and Mulkey, 2010; Guyenet and Bayliss, 2015;
Ruffault et al., 2015). In the present work, none of the c-FOS
positive cells of the RTN/pFRG were PHOX2B-positive. This
suggests that although the one-day-old mice displayed severe
hypoventilation under hypoxia, hypoventilation may not entail
an increase in CO2 that should have been detected by the
PHOX2B cells of the RTN/pFRG. Regardless of the mechanisms
responsible for HVD, the concomitant hypometabolism that
maintains isocapnia, which constitutes a feature of the newborn
response to hypoxia (Mortola, 2004), appears to be extremely
effective in one-day-old mice. The activation of PHOX2B-
negative RTN/pFRG cells may depend on intrinsic O2-sensing
properties that we previously demonstrated by measuring c-FOS
expression in brainstem spinal cord preparations from newborn
rodents (Voituron et al., 2006, 2011). It is unlikely that the
increase in the number of c-FOS-positive/PHOX2B-negative
cells in RTN/pFRG depends on peripheral chemoreceptor inputs.
Takakura and collaborators have shown that such indirect
activation implicates cNTS glutamatergic neurons projecting
to PHOX2B RTN/pFRG cells (Takakura et al., 2006). This
suggests possible immaturity of the connection between cNTS
cells activated by peripheral chemoreceptors and RTN/pFRG
PHOX2B-positive cells.

We observed a greater increase in c-FOS expression in the
more medial group, called PP, with 30% of the c-FOS-positive

cells containing 5-HT, than for the RTN/pFRG. This group
of cells has been suggested to be the positional homolog of
the human medullary arcuate nucleus (Filiano and Kinney,
1992), a structure in which abnormalities have been reported in
infants who died of SIDS (Filiano and Kinney, 1992; Paterson
et al., 2006; Kinney et al., 2011). The increase in c-FOS protein
levels induced by hypoxia in the PP is of particular interest
given the possible involvement of both the arcuate nucleus and
abnormalities in the respiratory response to hypoxia in SIDS
(Paterson et al., 2006; Kinney et al., 2011). The PP contains
GABAergic and serotoninergic neurons (Stornetta and Guyenet,
1999; Weston et al., 2004; Stornetta et al., 2005) and displays
multiple sites of projections including the pre-Bötzinger complex
and intermediolateral column (Holtman et al., 1990; Jansen
et al., 1995). Functionally, the PP has been reported to be
involved in autonomic regulation under hypoxia. Darnall and
collaborators reported that the destruction of 5-HT medullary
neurons, including those of the ROb and PP increase the arousal
latency from sleep induced by hypoxia in newborn rats (Darnall
et al., 2016). In the relatively immature one-day-old mouse
(Gauda, 2006), we only observed an increase in c-FOS- and
5-HT-positive cells in the PP, but not in the ROb, where the
number of c-FOS-positive cells tended to decrease. Thus, our
results suggest that 5-HT PP neurons must have a critical role
in arousal from sleep under hypoxia in immature newborn
mammals. Our results combined with the fact that hypoplasia
of this region has been shown in newborn death due to SIDS,
suggests that the dysfunction of 5-HT neurons of the PP in
infants, and particularly in premature infants, could result in
a high risk situation due to the decrease of arousal from sleep
during hypoxia.

CONCLUSION

This study significantly contributes to the knowledge of key
brainstem cell populations, for which the activity is modulated
during hypoxia using an animal model characterized by its
immaturity relative to other mammals, the one-day-old mouse
(Gauda, 2006; Gaultier et al., 2006; Teppema and Dahan, 2010;
Darnall et al., 2016; Mallard and Vexler, 2015). Our results
highlight changes in the activity of cell populations that may
participate in the respiratory depression of this animal model i.e.,
the activation of catecholaminergic cells of the dSubC, an area
previously implicated in a strong depressive pontine influence
in the fetus but not in newborns. Also, we did not observe
an increase in the number of c-FOS-positive cells commonly
associated with the development of hypoxic hyperventilation,
catecholaminergic cells of VLM, and PHOX2B-postive neurons
of the RTN/pFRG. This was suggested by the scarcity or absence
of TH-positive or PHOX2B-positive cells among the c-FOS-
positive-cells. Finally, our results suggest that 5-HT neurons
of the PP, shown to be involved in arousal from sleep, are
the only serotoninergic medullary neurons activated by hypoxia
in immature mammals. Some physiopathological conditions in
which depressant and arousing mechanisms would be more or
less potent might lead to life-threatening situations, especially
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in premature infants. In conclusion, one-day-old mice highlight
characteristics to model dysfunction of the breathing network
in premature infants. In the absence of data in the literature,
future experiments to explore c-FOS expression in older mice,
displaying a mature hypoxic ventilatory response, would help
to exclude the possibility that the pattern of c-FOS expression
observed in one-day-old mice is simply species specific and not
due to their relative immaturity.
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RÉSUMÉ 
Les patients atteints de syndromes d’hypoventilation centrale ont une hypoventilation associée 

à une sensibilité au CO2 réduite ou abolie, au moins pendant le sommeil. A ce jour, il n’existe pas de 
traitement pharmacologique (Gozal, 1998, Cielo & Marcus, 2014). Ce constat nous a conduit à étudier 

les mécanismes de modulation de la commande centrale respiratoire (CCR) de base ou lors d’une 
hypercapnie par γ molécules distinctes (i.e. l’étonogestrel, l’érythropoïétine, la leptine) dont 

l’implication dans la réponse ventilatoire à l’hypercapnie préalablement démontrée ou suggérée a 
éveillé un intérêt thérapeutique. 

Dans ce contexte, l’objectif de ces travaux de thèse a constitué d’une part à caractériser 
l’influence de ces molécules sur la ventilation de base et sur la réponse ventilatoire à l’hypercapnie, 

d’autre part à déterminer en parallèle leurs mécanismes d’action. Pour aborder cette problématique, 

nous avons mené nos expérimentations sur des souris sauvages recevant de l’étonogestrel et des souris 

génétiquement modifiées sous-exprimant l’érythropoïétine (Epo-TAgh) et déficientes en leptine 

(ob/ob). Afin appréhender les mécanismes centraux mis en jeu par l’ETO en normocapnie, nous avons 
couplé l’analyse de la CCR lors d’applications pharmacologiques à de l’histologie fonctionnelle sur 

des préparations ex vivo de bulbe rachidien-moelle épinière isolé de souris nouveau-née. En revanche 

pour étudier les mécanismes d’actions de l’Epo et la leptine en normocapnie et lors d’une hypercapnie, 

nous avons couplé une analyse des variables ventilatoires enregistrées par pléthysmographie à de 

l’histologie fonctionnelle sur des souris ob/ob et Epo-TAgh. Pour ces dernières, une analyse de la CCR 

sur des préparations ex vivo de bulbe rachidien-moelle épinière isolé de souris nouveau-né Epo-TAgh 

a également été réalisée. 

Nos données obtenues chez l’animal sauvagesont permis de mettre en évidence un effet dose-

dépendant de l’ETO sur la fR de base en normocapnie. δ’effet global du progestatif semble résulter de 
la sommation d’un effet facilitateur bulbaire dépendant d’interactions avec des récepteurs GABAA et 

NεDA et de l’activation des systèmes sérotoninergiques. δ’ensemble de nos expériences réalisées sur 
les souris génétiquement modifiées Epo-TAgh et ob/ob ont permis de conclure que l’Epo ou la leptine 

n’était pas nécessaire à l’obtention d’une réponse ventilatoire à l’hypercapnie mais qu’un déficit en 
Epo ou en leptine induisait une modification du patron ventilatoire et du réseau neuronal activé par 

l’hypercapnie au niveau bulbaire pour l’Epo et également supra-bulbaire et diencéphalique pour la 

leptine. Nous posons ainsi l’hypothèse que ces modifications soient reliées à une plasticité neuronale 

importante induite par la déficience en Epo et en leptine.  

Les données obtenues ouvrent des perspectives quant au fait de déterminer si les mécanismes 

enclenchés par les progestatifs de la famille des gonanes visant à moduler la CCR pourraient être 

utilisés comme une alternative thérapeutique pertinente pour le traitement des troubles respiratoires 

rencontrés chez des patients souffrants de syndrome d’hypoventilation centrale. Enfin, la plasticité du 

réseau neuronal respiratoire induite par la déficience en Epo et en leptine pourrait aider à comprendre 

plus encore les mécanismes de la chémoréception centrale au CO2/H+ et mettre en avant des cibles 

thérapeutiques potentielles jusque-là insoupçonnées pour le traitement des CHS. 
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