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Avant-propos

Ce travail de thése a été effectué a I’Institut de Neurosciences Cognitives et Intégratives
d’Aquitaine (CNRS UMR-5287) dirigé par Jean-René Cazalets a 1’Université de Bordeaux,
sous la direction du Pr Jean-Louis Guillou. Le financement de ces travaux a été attribué a
hauteur de 50% par la région Aquitaine et a 50% par une subvention de ’ADERA issue de
contrats d’origine industrielle. Cette thése a fait ’objet d’une publication soumise et d’une
publication en cours de préparation ainsi que de deux communications affichées. A titre
indicatif, une collaboration antérieure faisant 1’objet d’une publication a été ajoutée a la liste
des publications.
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Résumé

Le stress a une fonction adaptative mais son influence délétére sur la santé physique,
cognitive et mentale lorsqu’il se présente de fagon excessive et/ou chronique est aujourd’hui
reconnue. De trés nombreux travaux ont démontré que le jeune enfant, I’adolescent et le sujet
agé y sont particulierement vulnérables. L’objectif de cette thése a été de déterminer s’il
existe une sensibilité au stress chronique chez I’adulte selon 1’d4ge au moment de 1’exposition.
Le modeéle de stress chronique léger et imprédictible mis au point chez la souris a été utilise.
Les impacts a court et long-terme (sujet agé), ont été déterminés en analysant les troubles
somatiques, hédoniques, anxieux, dépressifs et cognitifs, caractéristiques du syndrome de
stress. Contrairement a 1’idée selon laquelle 1’adulte serait plus résistant et plus résilient aux
perturbations induites par le stress, les résultats de cette thése démontrent qu’une période de
stress a 1’4ge adulte produit des effets délétéres drastiques non seulement immédiats mais
¢galement a long terme. Toutefois, I’adulte d’age moyen serait plus résistant et plus résilient
relativement aux adultes jeunes ou d’age avancé qui présentent une symptomatologie plus
marquée. La sévérité des symptdmes anxieux initialement générés par le stress est corrélée a
la fois avec la persistance des troubles et la modification des marques de repression génique
dans I"hippocampe indiquant la présence d’une signature épigénétique de 1I’épisode de stress a
long terme. Des études récentes ont suggéré 1’implication de la somatostatine centrale dans les
régulations émotionnelles et relient la vulnérabilité au stress chronique des neurones
somatostatinergiques avec le développement de troubles anxio-dépressifs. Les résultats de
cette thése ont permis d’identifier I’inhibition a la fois de I’axe HPA et des comportements
anxio-dépressifs par les récepteurs sst2 et sst4 de I’hippocampe. Les profils comportementaux
induits par ’utilisation d’agonistes sélectifs ou par la délétion de ces deux récepteurs
suggeérent I’existence de deux voies de régulation interagissant respectivement avec les
systémes sérotoninergique (voie sst2) et noradrénergique (voie sst4), 'une régulant
principalement 1’état anxieux, 1’autre les désordres dépressifs et cognitifs. Ainsi, cette thése
étaye I’importance de la pathogénicité du stress chronique chez 1’adulte et I’'importance des
régulations neuroendocriniennes et cognitivo-émotionnelles par les récepteurs sst2 et sst4, une
spécificité qui doit étre prise en considération dans 1’utilisation et le développement des
traitements somatostatinergiques ciblant les déréglements de 1’axe HPA et 1’atteinte des

fonctions centrales qui en résultent.






Abstract

Stress has an adaptive function but it can have also deleterious effects on physical,
cognitive and mental health when its intensity and/or chronicity increase. A large body of
evidence supports the idea that young children, adolescents and aged people are highly
sensitive to stress. The aim of this study was to determinate if a critical period of sensitivity to
stress may be evidenced during adulthood. The Unpredictable Chronic Mild Stress protocol
developed in the mouse was used. Short and long-term impacts of stress were quantified by
assessing somatic, hedonic, anxious, depressive and cognitive troubles which are
characteristic of a stress syndrome. Unlike the view that adults are resistant and resilient to
stress, the results presented in this thesis show that a stress period during adulthood induces
immediate and long-lasting deleterious effects. However, middle-aged adults were more
resistant and more resilient than younger or older subjects which both displayed a more severe
symptomatology. The anxiety level initially induced by chronic stress is correlated with the
persistence of troubles and with modifications of gene repression marks in the hippocampus,
indicating the presence of an epigenetic signature of the chronic stress episode in the long-
term. Recent studies have suggested that central somatostatin is involved in emotional
regulations, linking the vulnerability of somatostatinergic neurons to chronic stress with the
instatement of anxio-depressive disorders. We showed herein that hippocampal sst2 and sst4
receptor subtypes mediate the inhibition of HPA axis and improve anxio-depressive
behaviors. Behavioral patterns induced by either selective agonists or deletions of these
receptors suggest that two regulatory pathways respectively interact with the serotoninergic
system (sst2) and the noradrenergic system (sst4). In addition, sst2 receptors mainly regulate
anxiety whereas sst4 is mainly involved in the regulation of cognitive and depressive
disorders. As a whole, this thesis corroborates the idea that chronic stress has pathogenic
effects even in adulthood and highlights the importance of neuroendocrine and cognitivo-
emotional regulations by sst2 and sst4 receptor subtypes, a specificity that has to be
considered in the use and the development of somatostatin treatments targeting HPA

deregulations and stress-related disorders.
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Introduction Générale

« La premiére fonction du cerveau humain n’est pas de remplir un formulaire
d’impots, mais bien de détecter le danger pour que le corps, aiguillonnée par une poussée
d’adrénaline et de cortisol (les deux principales hormones de stress), puisse réagir
efficacement. Le hic, c’est que le cerveau humain ne distingue guére entre le danger supréme
qui guettait I’homme préhistorique face a un mammouth qu’il devait abattre pour se nourrir et
la menace que représente pour une personne 1’évaluation annuelle que doit lui remettre un
patron plus ou moins sympathique. Mammouth ou patron antipathique, pour le cerveau, c’est

la méme chose : il assure que le corps réagit efficacement a la menace. »
Sonia Lupien — Par Amour du Stress, Les Editions Au Carré, 2010

Si aujourd’hui, on réalise une étude sur le terrain, un micro-trottoir pour demander aux
gens s’ils connaissent le stress, 100% répondront « oui». Si on leur demandait de nous
I’expliquer, quelle pourrait bien étre leur réponse ? Un étudiant pensera a ses examens, un
patron surmené au bon fonctionnement de son entreprise ... autant de situations que chacun
interprete comme stressantes d’une facon subjective. Souvent le stress est associé a un
sentiment, une émotion, que I’individu interpréte comme la cause de son état de stress. Si
chacun a sa propre définition du stress, il n’en reste pas moins que ce dernier est
UNIVERSEL. Connoté par beaucoup comme un élément négatif, cette réponse
physiologique, comportementale et innée, a permis a I’Homme de survivre au cours de ces
milliers d’années d’évolution. Mais comme toute bonne machinerie, lorsque le systéme se
dérégle, les répercussions peuvent étre importantes. Une des répercussions qui nous a
intéressées au cours de ces travaux de thése a été la dépression. Bien que multifactorielle,
cette pathologie est intimement liée au déréglement de 1’axe du stress (également connu sous
le nom d’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien) et aux perturbations qui y sont associées
(anxiété, trouble de I’humeur, troubles alimentaires...). Aux vues de ’universalité de la
réponse de stress, les troubles dépressifs majeurs font partie des maladies les plus répandues
au monde, avec 450 millions de personnes atteintes selon 1’Organisation Mondiale de la Santé
(2010). Cependant ils restent mal connus, en partie par la grande variabilité de troubles

existants dont les définitions peuvent étre difficiles a établir.

Dans cette these, nous avons cherché a évaluer I’impact du stress chronique sur
différentes classes d’ages adultes de souris afin de constater les différences d’émergence en
fonction de I’age d’exposition. Au regard du fort risque de rechute qui existe chez des patients

ayant rencontré un épisode dépressif dans leur vie (environ 70%), nous avons également
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évalué la persistance ou la rémission de ces troubles a long terme, chez les animaux ayant
atteint un age avancé. Les outils d’évaluation sur le comportement animal (plus précisement
chez la souris) nous ont permis d’étudier plusieurs composantes comportementales. Nous
nous sommes intéressés aux troubles qui peuvent apparaitre en réponse a 1’exposition a un
stress chronique léger imprédictible, comme les troubles émotionnels, les troubles de la
mémoire, les troubles somatiques ou encore 1’anhédonie. En plus de cette approche
comportementale, nous avons réalisé une étude immunohistochimique préliminaire sur des
changements épigénétiques afin de comprendre par quels mécanismes le stress chronique peut

induire une réorganisation durable des circuits neuronaux.

Par la suite, nous nous sommes intéressés au role de la somatostatine dans 1’expression
de ces troubles et son implication dans les mécanismes de régulation de I’axe du stress. La
somatostatine est un neuropeptide libéré en réponse a un stress et dont la régulation est
impactée chez les patients souffrant de troubles dépressifs. Nous avons alors souhaité
approfondir les données de la littérature concernant 1’implication de ce neuropeptide dans les

régulations de troubles liés au stress et a la dépression majeure.

Ces travaux amenent ainsi un complément a la littérature existante sur la pathogeénicité
du stress chronique et sur la dépression, afin de mieux comprendre les mécanismes
neurobiologiques et comportementaux sous-jacents. s permettront peut-étre d’aboutir a
I’¢élaboration de nouveaux composés pharmaceutiques visant a réduire les troubles anxio-

dépressifs.
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Notions d’Emotions

1. Définition

Le mot émotion provient du latin motio, signifiant « action de mouvement ». Cette
précision étymologique nous permet de mieux comprendre ce mot, actuellement trés employé
dans la vie courante, mais dont la réelle signification est souvent mal appréciée. En effet, le
terme émotion désigne une expérience psychophysiologique dynamique et complexe d’un
individu en réaction a des stimuli a la fois externes (objectifs : environnementaux) et internes
(subjectifs : psychologiques). L’intégration de ces stimuli va alors générer diverses réponses
en fonction de 1’état de base de I’individu. Ces réponses seront subjectives concernant la
valeur a attribuer a cette émotion, aussi appelée valence (ce qui se produit de facon consciente
ou non) et objectives concernant les réponses comportementales (expressions faciales,

mouvement de fuite, rire, etc.) et physiologiques (tachycardie, hypertension, etc.) associées.

Quotidiennement, I’Homme fait une grande place aux réactions, gestes et agissements
que ’on peut décrire a posteriori comme relevant du domaine de I’inconscient. C’est une
évidence aujourd’hui, connue depuis la Gréce antique, mais ce phénomene n’a pas pu profiter
d’études approfondies avant le début du XXM siecle. Ce n’est cependant pas une grande
nouveauté que de s’intéresser a I’explication de nos actes et nos pensées puisque les penseurs
de I’ Antiquité comme Platon et Aristote, et parmi les modernes, Descartes et Spinoza ont tous

a leur maniére élaboré des théories tentant de faire le lien entre les émotions et la cognition.

2. Théories des Emotions

a. Fondements Historiques

Platon (427-358 av J.-C.) est le plus ancien penseur dont les écrits sur les émotions
nous sont parvenus. Il donne une vision trés négative des émotions qu’il décrit comme
néfastes au développement et a I’expression de la raison. Aristote (384-322 av J.-C.), disciple
de Platon, donne par la suite une vision plus nuancée des émotions. Selon lui, ’Homme n’est
pas uniquement spectateur des manifestations biologiques des émotions mais il construit « un
univers émotionnel » a partir de ses cadres de référence (croyances) et de ses préférences

personnelles (attitudes). L’élément primordial qui demeure de 1’analyse des émotions par
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Aristote concerne la nécessité de considérer leur dimension cognitive : ce que nous ressentons
subjectivement depend en grande partie des choses auxquelles nous croyons et de nos
connaissances personnelles. A partir de ces observations, Aristote démontre I’existence d’une
valence (valeur subjective) attribuée aux émotions lorsque celles-ci sont pergues par
I’individu (DeBoeck, 2008).

Inspiré des travaux de Descartes, et de ceux du francais Guillaume-Benjamin
Duchenne, Charles Darwin propose en 1877 dans son ouvrage L ‘expression des émotions chez
[’Homme et les animaux une théorie
selon laquelle I’espéce  humaine
disposerait de 6 émotions primaires : la
joie, la surprise, la colére, la tristesse, le
dégout et la peur (Darwin, 1877).
D’apres ses recherches et celles de ses
contemporains, les expressions faciales
représentant ces émotions étaient
universelles et interprétées de la méme
maniere par tous les Hommes. Pour
Darwin, les émotions  étaient

adaptatives, elles auraient favorisé la

survie de I’espéce en permettant aux

Figure 1: La Roue des Emotions de Plutchik individus de répondre de facon

La roue permet de visualiser les émotions primaires et leur appropriée aux exigences
degré d’intensité. Deux émotions voisines peuvent .
s’associer en une dyade primaire (Joie + Attirance = environnementales.

Amour). Si I’écart entre 2 émotions primaires est plus

grand, on parle de dyade secondaire (Joie + Peur = Robert Plutchik propose alors en
Culpabilité) ou tertiaire (Joie + Surprise = Ravissement). , . , . .
(SoErce: ) ( b ) 1980, la théorie psycho-évolutionniste

https://egouvernaire.wordpress.com/2015/01/15/la-roue- des émotions qui reprend le concept
des-emotions/)

d’émotions de base, avec divers degrés

d’intensité. Il considérait qu’il existe 8 émotions primaires : la joie, la peur, le dégodt, la
colére, la tristesse, la surprise, 1’attirance et I’anticipation. Ces émotions étaient pour lui
universelles et primitives sur le plan biologique et avaient évolué afin de permettre a
I’animal de s’adapter. De cette théorie, il construisit la « Roue des Emotions de Plutchik »

qui est une représentation des émotions primaires et de leurs relations entre elles (figure 1).
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b. Les Grands Courants Théoriques

C’est a partir de 1884, avec William James et Carl Lange qu’apparait la premiere
théorie des eémotions a réelle vocation scientifique. La théorie périphérique des émotions de
James et Lange décrit les émotions comme une résultante des modifications physiologiques
entrainées par une situation. Pour exemple, James et Lange font le postulat que nous sommes
tristes uniquement car nous pleurons (I’action de pleurer entrainant 1’émotion de tristesse).
D’apres cette théorie, la réponse du corps est automatique, entrainant la réaction

comportementale qui nous fait prendre conscience de I’émotion (James, 1884; Lange, 1887).

Diamétralement opposeée a la théorie de James et Lange, Walter Cannon et Philip Bard
suggérent a la fin des années 1920, que les émotions sont ressenties avant que le corps ne
réagisse, c’est la théorie thalamo-hypothalamique des émotions (Cannon, 1927). Les
changements physiologiques seraient une conséquence de I’expérience émotionnelle et non
les causes. Ainsi, Cannon et Bard prétendent que les émotions entrainent les réponses
physiologiques et comportementales : on est triste, donc on pleure. Dans les annees 1960,
Stanley Schachter et Jérdme Singer approfondissent la théorie de Cannon et Bard en y
ajoutant une dimension cognitive, créant ainsi la théorie des émotions a 2 facteurs. Selon eux,
la cognition est au centre de 1’expression et de 1’intégration émotionnelle. Elle déterminerait
ainsi la nature et la valence des émotions en fonction du contexte et des réponses

physiologiques rencontrées face a un stimulus (Schachter and Singer, 1962).

D’autres courants de pensée tentant d’expliquer les émotions ont été développés depuis
les années 1960 comme les théories béhavioristes (Millenson, 1967; Rolls, 2000) ; ou les
théories a plusieurs niveaux (Toates, 2002; Panksepp, 2007). Ces théories prennent en
considération de plus en plus d’informations et tendent a se complexifier avec I’avancée des

travaux scientifiques.
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3. Neurobiologie des Emotions

Dés 1937,
LOBE FRONTAL James Papez propose
4-Gyrus cingulaire 3 Thalamus un circuit cérébral

comme mécanisme

AVANT ARRIERE émotionnel, faisant
2-Corps mamillaire le lien entre
= 1- Hlpp;umg:: A .
Amygdale: rte d’entr

R ot de P;u bbb perception, action et

du circuit Papez , . ..

de mémoire émotion. Celui-ci
o doctions LOBE TEMPORAL

=i Les connexions entre les structures du circuit de Papez seralt com pOSé dU

«— Les entrées sensorielles dans I'hippocampe

systeme limbique et

Figure 2 : Le circuit de Papez de structures sous

e " . - corticales. Le
L’information entre par I’hippocampe (1) qui projette vers les corps mamillaires

(2). L’information transite ensuite par le thalamus (3) puis le gyrus cingulaire | Systeme limbique
(4) avant de revenir vers I’hippocampe. (Illustration tirée du Larousse).

définit par  Paul

Broca au XIX"®™ siécle se trouve enfoui & I’intérieur du lobe temporal et est composé de
I’hypothalamus, de 1’hippocampe (HPC), du fornix et du gyrus cingulaire. Le circuit de
Papez, ou circuit hippocampo-mamillo-thalamo-cingulaire, est impliqué dans le traitement de
I’information émotionnelle mais également dans la mise en mémoire des informations ayant
une charge émotionnelle (figure 2). L’hypothalamus (plus précisément les corps mamillaires),
les noyaux antérieurs du thalamus, le gyrus cingulaire, ’HPC et leurs interconnexions
constituent anatomiquement un circuit bien défini. 1l sert a coder la valence emotionnelle des
stimuli, a évoquer I’expérience subjective des émotions et a générer les réponses
comportementales correspondantes. Papez propose que 1’hypothalamus ait pour fonction
d’attribuer une valence émotionnelle aux afférences sensorielles et de provoquer les réponses
expressives et motrices correspondantes, tandis que le gyrus cingulaire (la partie corticale du

circuit) serait impliqué dans I'élaboration de I'expérience émotionnelle.

Cependant, durant les années suivantes, un nombre important de recherches menées
chez I'animal mais également chez I’'Homme ont conduit & introduire des modifications
sensibles au modéle anatomique des émotions propose par Papez en soulignant notamment le
role majeur joué par l'amygdale dans les traitements émotionnels. L'amygdale, et non
I'nypothalamus, constituerait I'une des structures clés ou les informations provenant du monde

extérieur acquiérent une coloration émotionnelle.
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Reprenant les travaux
Cerveau Mac Lean de Papez et de ses confréres,
Paul MacLean deécrit des
1952 une vision neuro-
anatomique permettant
d’appuyer  les  théories
évolutionnistes, le cerveau
tri-unique (MacLean, 1985).
Circonvolution de Ihipp ORI 7 D’aprés cette vision, le

Bulbe rachidien

Moelle épiniare \\ cerveau humain, dont

I’évolution est maximale,

Figure 3 : Le cerveau triunique de MacLean

_ . serait en fait composé de
Selon MacLean le cerveau humain se compose du cerveau reptilien P

(en vert), du cerveau paléo-mammalien (en bleu) et du néo-cortex (en | trois  strates  différentes

orange). (Illustration de Pascal Marseaud®©) dépendantes du niveau

d’évolution (figure 3). La
base de chaque animal, le cerveau reptilien, dit aussi primitif, serait a la base du
fonctionnement cérébral et serait apparu il y a 400 millions d’années. Au-dessus de ce premier
cerveau, le cerveau paléo-mammalien, ou limbique, serait lui apparu plus tard, chez les
mammiféres. Il serait responsable de I’intégration et de I’expression des émotions ainsi que
des phénomenes mnésiques avancés. Pour finir, le cerveau néo-mammalien, ou néo cortex,
propre a I’Homme, serait beaucoup plus récent (moins de 4 millions d’années) et serait
impliqué dans le raisonnement logique, le langage et les phénomenes d’anticipation. La totale
indépendance des 3 cerveaux est aujourd’hui rejetée au profit de modéles mettant I’accent sur

les interactions dynamiques entre toutes les structures cérébrales (Koelsch et al., 2015).

L’importance des dialogues entre le systéme limbique et les structures corticales a
également été démontrée par les travaux d’Antonio Damasio en 1985. Les arguments en
faveur de ces dialogues proviennent de patients présentant des lésions du cortex préfrontal
(Damasio et al., 1985). Ces patients font preuve de comportements purement rationnels sans
tenir compte du poids émotionnel de leur action. En 1994, Antonio et Hanna Damasio
reprennent le cas Phinéas Gage, blessé par une barre de métal Iésant les lobes frontaux, ce qui
avait entrainé un brutal changement de « comportement ». Harlow fut le premier a décrire le
cas de Phinéas Gage (Harlow, 1868) et plus tard, Antonio Damasio conclut que « son cerveau

ne faisait plus le lien entre raison et émotion ». Pour lui, I’émotion assiste le raisonnement,
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surtout s’il s’agit de décisions personnelles et sociales. Damasio énonce par la suite la théorie
des marqueurs somatiques (Damasio, 1996) en reprenant une partie de la théorie de James et
Lange. L’information sensorielle en provenance d’un stimulus est intégrée par le cortex
préfrontal et ’amygdale qui déclenchent une réponse corporelle aussi appelée marqueur
somatique. Ce dernier est par la suite associé a une émotion, plaisante ou non, puis enregistré
afin de permettre une meilleure prise de décision si la situation d’origine se représente. Le
souvenir des émotions passées, réactivé par un circuit neuronal qui prend en compte les
modifications corporelles liées a 1’émotion va ainsi influencer la décision finale en attirant
I’attention sur les conséquences a venir. Ces « marqueurs » sont issus de notre mémoire
émotionnelle qui catégorise petit-a-petit les stimuli (joie, peur, colére, etc.) avec un des états
corporels plaisants ou déplaisants. Les patients « préfrontaux » sont privés de ces marqueurs
somatiques qui orientent vers les bonnes décisions, ce qui crée chez ces patients une
complexification dans les processus de prise de décision. Damasio donne ainsi une part
importante a la fois a la cognition et au systéeme limbique dans I’intégration et 1’expression

de stimuli émotionnels, a visée adaptative et anticipatoire.

Ainsi, on comprend que le systeme limbique recoive un grand intérét de la part de la
communauté scientifique dans le sens ou il est impliqgué dans de nombreuses grandes
fonctions comme 1’apprentissage, la prise de décision, la memoire et les émotions. Le systeme
limbique a ainsi été reconnu comme un support structurel de I’intégration et de I’expression
des émotions. Ces derniéres sont aujourd’hui considérées comme étant universelles et ont une
fonction adaptative et préparatoire pour I’organisme. Ce dernier ajustera sa réponse face au
stimulus en fonction du type de comportement a réaliser, le combat ou la fuite par exemple
(Cannon et Bard). Les travaux sur les émotions et leur relation avec le systéme limbique, ont
amene de nombreux chercheurs a étudier les déclencheurs de certaines émotions et donc a
s’intéresser au stress comme initiateur d’état émotionnel et composante adaptative de

I’individu.
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Neuropsychobiologie du Stress

Le stress, mot anglais, provient du latin stingere « mettre sous tension ». Il désigne a
’origine la force exercée sur un organisme qui le contraint ou le déforme et la réaction de ce
méme organisme résistant a cette force. 1l définit a la fois la cause (le facteur environnemental
créant cet état) et la conséquence (I’état de stress en lui-méme et les réponses adaptatives

associées).

1. Le concept de stress

A la fin du XIX®™ siécle, Claude Bernard introduit dans ses Lecons sur les
phénomeénes de vie, le principe que «la constance du milieu intérieur est la condition
nécessaire a la vie libre, indépendante ». Walter Cannon reprendra ce principe et le nommera
homéostasie (Cannon, 1929). Ce maintien des constantes de stabilité intérieure est le support
de la physiologic des régulations et du processus d’adaptation de I’individu a son
environnement. Cannon décrit alors I’importance du systéme nerveux central dans la prise en
charge des stimuli et la régulation de I’homéostasie. Les perturbations rencontrées engendrent
donc des modifications de cet état d’équilibre qui permettront de mettre en ceuvre une réponse
appropriée. Cette réaction méne a la mobilisation d’énergie de 1’organisme pour lutter ou fuir
face a la contrainte. Cependant, lorsque le stimulus s’intensifie, la contrainte exercée sur les
mécanismes de régulation de I’équilibre interne devient excessive et une généralisation non

spécifique de la réponse de 1’organisme peut se mettre en place.

En s’intéressant a I’histoire du stress, on s’apercoit que les éléments déclencheurs de
toute la science actuelle du stress furent les deux guerres mondiales. Il existe plusieurs raisons
a cela. Tout d’abord, les médecins militaires observaient que beaucoup de soldats montraient
des signes d’état de chocs traumatiques. Des chercheurs spécialisés en physiologie et en
psychologie examinérent ce phénoméne mais ne réussirent pas a identifier ce mal. D’autre
part, de nombreux chercheurs du vieux continent partirent pour les Etats-Unis ou le Canada
afin d‘échapper a la mobilisation. Beaucoup s’installérent a Montréal ou le Dr Hans Selye
était en poste et avait décrit le Syndrome Général d’Adaptation en 1936. Selye décrit ce
syndrome, ou stress, comme la réponse « non spécifique de 1’organisme a toute demande qui
lui est faite ». Il est aujourd’hui considéré comme le premier a avoir employé le

terme stress au sens que nous connaissons. Il emprunta ce terme a 1’ingénierie qui utilise ce
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terme lors qu’un métal est chauffé jusqu’a un tel point (stress¢) qu’il se brise comme du verre.
Le terme stress est ainsi passé du domaine de I’ingénierie, a la science, la médecine puis au
domaine public par I’intermédiaire de Selye. Toutefois, des 1934, Walter Cannon parlera
aussi de stress dans ses recherches et plusieurs chercheurs attribueront donc la paternité du
terme a Cannon. Pour lui, le terme stress renvoyait a toute condition externe qui peut affecter
I’homéostasie et induire une production d’adrénaline. Ainsi, le stress n’était qu’un mot pour
désigner les différentes conditions qui produiraient une réponse néfaste sur le corps.
Contrairement a Selye, Cannon ne décrivit pas le stress comme une réponse mais comme un
agent. Aujourd’hui, les deux concepts de Cannon et Selye sont utilisés en recherche pour
décrire les conditions adverses (Stresseurs de Cannon) qui peuvent mener a une « réponse

de stress » (Selye) qui correspond a la production d’hormone de stress.

Selye explique alors qu’en réponse a un stresseur, I’organisme est soumis a un
enchainement de 3 phases. L’initiation de cette réponse se fait par une phase d’alarme. Elle
conduit a la mobilisation de 1’énergie par I’organisme pour lutter ou fuir face a la contrainte
(Cannon, 1914; McEwen and Wingfield, 2003). S’installe ensuite une phase de résistance
durant laquelle I’organisme utilise les ressources mobilisées permettant une réaction adaptee
afin de revenir a 1’état d’équilibre, 1’homéostasie. Si au contraire, les agents stresseurs se
maintiennent, 1’organisme risque d’atteindre une phase d’épuisement, en réponse a la
consommation de toute 1’énergie mise en jeu, ce qui peut entrainer I’apparition de troubles
somatiques voire pathologiques. Selye considére cette réaction de stress comme une « réponse
non spécifique de I’organisme » face & une contrainte. Un autre apport majeur fait par Selye a
¢t¢ de proposer [D’existence de médiateurs de ce syndrome, les hormones

corticosurrénaliennes.

Plus tard, dans les années 1970, John Mason démontre que des stresseurs
psychologiques sont tout aussi puissants que des stresseurs physiques et qu’ils peuvent
déclencher une réponse de stress. Ses travaux sur le singe démontrent qu’un animal témoin de
la détresse d’un de ses congénéres déploie également une réponse de stress (Mason, 1975).
Aujourd’hui, les études chez ’'Homme de Sonia Lupien permettent de déterminer 4 types de
perturbations dont le potentiel de chacune est capable d’entrainer une réponse de stress : le
mangue de Controle, 1I’Imprévisibilité, la Nouveauté et la menace de I’Ego (Lupien, 2010).
Elle y décrit le stress dans des termes populaires modernes, comme une pression du temps,
qui déclenche une série de réactions physiologiques indiquant 1’état de stress en lui-méme

(Lupien et al., 2007). Cependant, elle nuance ce propos en démontrant également que cette

34



Introduction Générale — Neuropsychobiologie du Stress

définition ne suffit pas a expliquer le stress en termes scientifiques, puisque le stress est
extrémement dépendant des expeériences individuelles. La réponse de stress apparait donc
comme une réponse non specifique qui peut se produire suite a une interprétation d’une
menace absolue (réelle menace) ou bien relative (stimulus interprété comme dangereux sans
réel fondement) et entraine de nombreuses réponses physiologiques et comportementales
(Kim and Diamond, 2002).

2. Physiologie et supports anatomiques du stress

Face a un (ou plusieurs) stresseur(s), I’organisme met en place différentes réponses a
visée adaptative, mettant en jeux plusieurs circuits neuronaux, centraux et périphériques, par
la libération de médiateurs (Joels and Baram, 2009). Le systeme nerveux central et le systeme
nerveux périphérique interviennent a différents niveaux pour que 1’organisme se tienne prét a
élaborer une réponse physiologique et comportementale appropriée. Ainsi, la réponse
physiologique du stress dépend de 1’activation du systéme nerveux autonome (sympathique et
parasympathique) et de I’activation de 1’axe corticotrope (ou axe HPA). L’activation du
systéme nerveux autonome est responsable d’un grand nombre de réponses physiologiques
préparant I’organisme a faire face au stress Comme une vasoconstriction, une augmentation du
rythme cardiaque (afin d’augmenter I’afflux sanguin vers les muscles squelettiques et le
cerveau), une dilatation des poumons et une diminution des fonctions végétatives (afin de
restreindre momentanément les activités superflues, la digestion par exemple). Ce systeme est
soumis a une régulation complexe par le systeme nerveux central qui dépasse la portée de
cette thése et ne sera pas developpeé plus en détail. L’organisme met également en place une
réponse physiologique par I’activation de 1’axe HPA, permettant une réaction en chaine li¢ a

une succession de libération de neuropeptides.

a. L’Axe HPA et les Neuropeptides

Apres la libération des catécholamines par le systeme nerveux autonome, 1’axe HPA
entre en action. Il s’agit d’un axe neuroendocrinien majeur dans les réponses au stress, qui
aboutit a la libération de glucocorticoides (GC) dans le systéme sanguin. Les GC rencontrés
peuvent varier en fonction des especes. Ainsi, le cortisol est I’hormone GC sécrétée chez
I’Homme tandis que la corticostérone (CORT) est sécrétée chez le rongeur. L’axe HPA se

compose de 3 structures : I’hypothalamus, I’hypophyse et les glandes surrénales (figure 4).
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L’hypothalamus

L’hypothalamus est le centre intégrateur de 1I’axe HPA. En effet, il recoit les

afférences provenant des centres nerveux sympathiques, notamment celles du systéeme

limbique. Suite a ces stimulations, il libére plusieurs neuropeptides, dont la corticolibérine

(corticotropin release hormone ; CRH) et la somatostatine (SST) (Arancibia et al., 2001).

Hippocampus

(/:

Glucocorticoids —>

Adrenal
cortex

Amygdala

1 (Paravenmcuar

nucleus

Regulation of brain
ACTH —» and peripheral function
(stress response)

s

Glucocorncmds

Figure 4 : L'axe corticotrope

Le stress déclenche une cascade de réaction permettant la
libération de CRH au niveau de I’hypothalamuse, d’ACTH au
niveau de I’hypophyse et de GC au niveau des glandes
surrénales. Les GC exercent un rétrocontréle sur ’ensemble
de I’axe ainsi que des régulations cérébrales et périphériques.
Ce systeme est modulé positivement par 1’amygdale et
négativement par I’hippocampe. D’apres (Hyman, 2009)

La CRH est un neuropeptide

synthétisé  dans les  neurones

parvocellulaires du noyau

paraventriculaire de I’hypothalamus

(PVN). Une fois libérée par
I’éminence médiane dans les
capillaires irriguant
I’antéhypophyse, la CRH va agir

directement sur cette derniére pour
permettre D’activation en chaine de
I’axe HPA. La CRH, au niveau
hypothalamique, permet également
la libération de SST (Tsigos and
Chrousos, 2002). Cette derniére va

permettre  une diminution de

fonctions annexes liées a d’autres
hormones, comme 1’hormone de
croissance ou encore 1’hormone de
libération des gonadotrophines.
de SST (plus

ultérieurement) est

L’action centrale
détaillée
action

complétée par une

périphérique, intestinale, qui contribue a la diminution des sécrétions de sucs digestifs et met

ainsi I’ensemble du tractus digestif a I’état de repos.
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L’hypophyse
Au niveau hypophysaire (précisément de 1’adénohypophyse), la CRH se lie a ses

récepteurs permettant ainsi I’activation d’une chaine de transduction qui aboutira a la synthese
de proopiomélanocortine, précurseur de I’hormone corticotrope ou adrénocorticotrophine
(Adrenocorticotrophin  hormone ; ACTH), libérée par 1’hypophyse dans ce systéme

circulatoire.

L’ACTH posséde de nombreuses actions, et particulierement dans la régulation de
I’axe HPA. En effet, une fois libérée, elle agit sur les cellules du cortex surrénalien par
I’intermédiaire de récepteurs membranaires couplés a une adénylate cyclase. A court terme
(c’est-a-dire quelques minutes), I’activation des récepteurs aux mélanocortines de type 2 par
I’ACTH va permettre la synthése et la libération de GC. A moyen terme, ’ACTH va
augmenter la transcription des enzymes impliquées dans la biosynthése des GC. Enfin a long
terme, I’ACTH a des effets trophiques en augmentant a la fois le nombre et la taille des

cellules cortico-surrénales.

Les glandes surrénales
L’ACTH, libérée par I’hypophyse, va se fixer sur ses récepteurs au niveau des

glandes surrénales et ainsi catalyser la phosphorylation de 1’enzyme hydrolysant les esters de
cholestérol libres dans ’enclave lipidique des cellules surrénaliennes. Ceci permet alors la
synthése puis la libération de GC. Cette libération de GC s’accompagne également de la

libération de catécholamines par la partie médullaire des glandes surrénales.

b. Régulation de I’axe HPA

Rétrocontrole
Comme un grand nombre de systémes neuroendocriniens, 1’axe HPA est capable de

s’autoréguler en permettant aux GC d’agir sur les structures qui le composent. En effet, les
GC parviennent a freiner leur propre sécretion, par le biais de récepteurs présents aux niveaux
de I’hypothalamus et de ’hypophyse. Ce rétrocontréle négatif permet de limiter la durée
d’exposition des tissus aux GC, ces derniers pouvant avoir des effets déléteres a long terme

sur I’organisme.

Les GC agissent au niveau des structures clés de I’axe HPA, comme 1’hypothalamus
(plus précisément au niveau du PVN) et I’hypophyse antérieure afin de bloguer la
transcription de genes nécessaires a la synthese de la CRH et de ’ACTH (Tasker and

Herman, 2011). D’autres structures, appartenant au systéme limbique, agissent également
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dans ce rétrocontrole, comme I’HPC (Herman et al., 2005), le cortex préfrontal (PFC) ou
I’amygdale. L’HPC possede des récepteurs aux GC qui activent un systeme glutamatergique
projetant vers des neurones GABAergique du PVN pouvant ainsi inhiber 1’axe HPA
(Jacobson and Sapolsky, 1991; Herman and Cullinan, 1997; McEwen, 1999). Le PFC médian
possede également une fonction inhibitrice sur 1’axe HPA, par des projections provenant du
cortex cingulaire antérieur, vers le systtme GABAergique du PVN (Herman and Cullinan,
1997). Au contraire, la partie inférieure du PFC semble posséder une fonction excitatrice de
I’axe HPA, tout comme 1’amygdale. Ceci peut en partie s’expliquer par la grande connectivité
entre cette partie du PFC et I’lamygdale (Hurley et al., 1991). En effet, plusieurs études ont
montré qu’une stimulation amygdalienne entraine une libération de GC aussi bien chez le

rongeur (Redgate and Fahringer, 1973) que chez I’Homme (Gallagher et al., 1987).

Cependant, les GC ne sont pas les seuls a jouer un role dans la régulation de 1’axe
HPA. A T’opposé de son action activatrice sur 1’axe HPA, ’ACTH exerce également un
rétrocontréle négatif sur I’hypothalamus, en limitant la sécrétion de CRH et ainsi limitant sa

propre sécrétion. (Aguilera, 1994; Agulleiro et al., 2013).

Rythmicité
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Figure 5 : Rythmicité des concentrations en cortisol

En effet la concentration en GC chez
I’Homme ou chez le rongeur est

faible en état de sommeil et plus

chez I'Homme sur une journée

L’évolution moyenne des taux de cortisol est présentée en
noir avec le nadir vers 00h et 1’acrophase vers 8h30. Les

courbes grises représentent 1’amplitude variable des
rythmes ultradiens au cours de la journée (Chan and
Debono, 2010).

importante en début de veille. C’est

pourquoi les concentrations de GC

(ainsi que de CRH et d’ACTH) présentent une acrophase au réveil et un nadir en période de
sommeil. Ainsi, I’acrophase chez ’Homme a lieu le matin (Figure 5) tandis que chez le

rongeur, animal nocturne, elle a lieu en fin d’aprés-midi qui correspond au début de sa phase
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d’activité. Ceci permet une augmentation de I’allocation énergétique nécessaire au début de la
phase active, suivie d’une diminution progressive afin de rentrer en état de repos, ou les

besoins énergétiques sont moindres.

Un autre rythme, ultradien, plus court, est également présent dans le fonctionnement
de ’axe HPA. Ce rythme se caractérise par des épisodes sécrétoires de 1 a 3 pulses par heure,
d’amplitudes variables, suivi d’une phase d’inhibition et de clairance rapide de ces hormones
d’environ 20 minutes (Windle et al., 1998). Ce phénomeéne de rythmicité ultradienne se
retrouve chez de nombreuses espéces, incluant 1’Homme et le rongeur (Engeland and
Arnhold, 2005). En 2010, il a été proposé que cette rythmicité ultradienne soit cruciale pour le

maintien de la réceptivité de ’axe HPA (Lightman and Conway-Campbell, 2010).

3. Les glucocorticoides

a. Biosynthese et circulation
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Figure 6 : Biosynthése des glucocorticoides

L’initiation de la biosynthése des glucocorticoides se fait par le clivage du cholestérol dans la
mitochondrie, suivi d’une réaction enzymatique en chaine aboutissant a la biosynthése de cortisol ou de
corticostérone. (D’aprés Lisurek and Bernhardt, 2004).

Les GC sont des dérivés du cholestérol. La fixation de ’ACTH au niveau surrénalien

va permettre la synthése des GC au niveau de la zone fasciculo-réticulée du cortex
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surrénalien. En se fixant sur ses récepteurs spécifiqgues, ’ACTH va permettre la
phosphorylation d’enzyme (Lisurek and Bernhardt, 2004) hydrolysant les esters du cholestérol
qui, suite a une réaction enzymatique en chaine, aboutiront a la synthése de GC (figure 6).
Comme tous les stéroides surrénaliens, les GC ne sont pas stockés mais directement libérés
dans le systéme circulatoire. Leur propriété lipophile leur permet alors de traverser aisément
les membranes lipidiques, ainsi que la barriere hématoencéphalique afin de se lier a leurs

récepteurs.

Au niveau circulatoire, les GC circulent principalement sous forme liée a la
transcortine (ou CBG pour Corticosteroid Binding Globulin). Le complexe GC-CBG
représente environ 85% des GC dans le systéme circulatoire, environ 10% étant lié a
I’albumine et environ 5 a 10 % étant sous forme libre (Breuner and Orchinik, 2002). La forme
liee, inactive, constitue un « stock » de 1’hormone qui devient active une fois libérée de la
CBG (Mendel et al., 1989). Ainsi libérés, les GC actifs peuvent se lier a leurs récepteurs : les

récepteurs aux minéralocorticoides (MR) et aux glucocorticoides (GR).

OH OH

11p-ketoreductase

wOH

11p-dehydrogenase

aWOH

Cortisone Cortisol
(inactive) (active)

Figure 7 : Mécanisme d'activation et d'inactivation du cortisol

La 11B-HSDI1 active la cortisone en cortisol, tandis que la 11p-HSD2
inactive le cortisol en cortisone. (D’aprés Hintzpeter et al., 2014).

Au niveau tissulaire, la concentration des GC est sous le contrdle de 2 isoenzymes : la
11-B- hydroxystéroide déhydrogénase de types 1 et 2 (11B-HSD; et 11B-HSD;
respectivement). Ces enzymes catalysent les réactions d’interconversion des hormones actives
(cortisol et corticostérone) en leur forme inactive (cortisone et 11-déhydrocorticostérone,
respectivement). La 113-HSD; possede une activité ambivalente : elle peut & la fois permettre
la déshydrogénation (actif->inactif) que la réduction (inactif->actif) (figure 7). La 11p-HSD,
posséde exclusivement une activité déshydrogénase (Hintzpeter et al., 2014), c'est-a-dire

qu’elle inactive le cortisol (ou la corticostérone) en cortisone (ou en 11-
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déhydrocorticostérone). Elle est présente dans les tissus cibles de 1’aldostérone : les glandes
salivaires, les glandes sudoripares, les reins et le célon. On la retrouve également dans le
placenta et les tissus feetaux. Les récepteurs MR des GC ont également une haute affinité pour
I’aldostérone. La 11B-HSD,, en ciblant les structures cibles de 1’aldostérone permet a cette
derniére d’avoir une efficacité accrue, puisque la 113-HSD, inactive les GC, qui ne peuvent
plus se fixer a leurs récepteurs. Ainsi, la 11p-HSD, joue un rdle protecteur contre les effets

des GC sur certains tissus et sur le fcetus.

La demi-vie du cortisol est comprise entre 60 et 90 minutes chez I’Homme et celle
de la CORT chez le rongeur est de 50 minutes. Une grande majorité du cortisol est réduite
puis conjuguée dans les cellules cibles ainsi que dans le foie, avant d’étre excrétée dans les
urines. Une partie du cortisol n’est pas réduite et est donc directement éliminée dans les urines

sous forme libre.

b. Récepteurs

L’action des GC est
MR GR

=S les cellules cibles de récepteurs de

9 2 types différents : les récepteurs

MR et les récepteurs GR. Les deux

A - N by 7
F possible grace a la présence dans

-

f’

y—.

. L ) types de récepteurs sont
Figure 8 : Reépartition des récepteurs MR et GR dans un

cerveau de rat physiologiquement et

Localisation par immunomarquage des récepteurs MR (a | structurellement tres proches mais
gauche) et des GR (a droite) dans un cerveau de rat. (D’aprés

Yau and Seckl, 2012). présentent des affinités differentes

pour les GC. En effet, les MR ont

une tres grande affinité aux GC (constante de dissociation : Kd=0,5-1nM), tandis que les GR
lient les GC avec une affinité moins importante que les MR (Kd=2,5-5nM). Avec cette
différence d’affinité, les MR sont donc principalement impliqués dans les activités basales de
I’axe HPA alors que les GR entrent en action en réponse a un pic circadien ou a I’exposition a
un stress (de Kloet et al., 2005).

Les recepteurs aux GC ont une demi-vie plus importante que les GC eux-mémes (50 a
90 minutes pour les GC contre environ 25h pour les récepteurs libres et 10h pour les
récepteurs liés). Dans le cerveau, 1’expression des MR est confinée au niveau du systéme

limbique notamment dans I’HPC, I’amygdale, le septum et I’hypothalamus. Par contre, la

41



Introduction Générale — Neuropsychobiologie du Stress

distribution des GR est ubiquitaire avec une forte densité dans I’HPC et le PVN de
I’hypothalamus (figure 8). Les deux types de récepteurs se retrouvent alors co-localisés dans
les neurones des structures du systéme limbique et surtout dans I’HPC (Yau and Seckl, 2012).
C’est notamment le cas des neurones du CA1 (corne d’Ammon) et du GD (gyrus denté) (Joels
et al., 2007). Il y a aussi une différence de répartition des récepteurs le long de 1’axe dorso-
ventral de I’HPC : les MR sont deux fois plus nombreux dans I’HPC ventral (HPCv) que dans
I’HPC dorsal (HPCd), alors que les GR sont trois fois plus nombreux dans ’HPCd que dans
I’HPCv (Robertson et al., 2005). Ceci suggeére donc une potentielle dissociation des effets des

récepteurs hippocampiques selon un axe dorso-ventral.

C. Mécanisme d’action des GC

L’action des GC par leurs récepteurs peut étre divisée en 2 catégories : I’action non-
génomique et I’action génomique. En effet, les récepteurs MR sont capables d’une action non-
génomique. Cette action est possible par la présence de MR dans la membrane plasmique
(Joels et al., 2008). Contrairement a leurs homologues cytoplasmiques, les MR membranaires
ont une plus faible affinité pour les GC (Karst et al, 2005). Leur affinité est comparable a celle
des GR ce qui laisse supposer que leur activation est dépendante de fortes concentrations en
GC. Leur présence membranaire permet a ces récepteurs d’étre les acteurs des réponses
rapides, non-génomiques, de 1’organisme face a une augmentation des concentrations de GC.
Les premiéres études ont démontré qu’ils pourraient agir en augmentant la neurotransmission
glutamatergique (Karst et al., 2005) et réguler le trafic de surface des récepteurs AMPA (Groc
et al., 2008; Krugers et al., 2010) facilitant ainsi la transmission et la plasticité synaptique
dans I’HPC. De récentes études démontrent également un réle important des récepteurs MR
dans la survie neuronale (Munier et al., 2012) et la neurogénése (Le Menuet and Lombes,
2014).

En plus de leur action non-génomique, les récepteurs aux GC modulent I’expression
de geénes cibles apres la fixation de leur ligand (figure 9) par une action génomique. Les MR
et les GR sont donc des facteurs de transcription qui régulent ’expression de centaineS a

plusieurs milliers de genes en fonction du type cellulaire (Zhou and Cidlowski, 2005).
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Figure 9 : Mécanisme d'action génomique des récepteurs aux glucocorticoides

Les GC entrent dans la cellule et se fixent a leurs récepteurs (1). Celui-ci se sépare des chaperonnes (2) et
se dimérise (3) pour entrer dans le noyau (4) afin d’agir sur les régions cibles du génome, par I’activation
ou la répression de I’expression de génes cibles. Une voie monomérique existe également grace a la
fixation du récepteur GR a un facteur de transcription (Adapté de (Alangari, 2010; Kadmiel and
Cidlowski, 2013)

A D’état libre, les récepteurs sont présents dans le cytoplasme sous forme de complexe
multiprotéique composé du récepteur lui-méme accompagné de chaperonnes (2 protéines
hsp90, une protéine hsp70 et une protéine hsp50). Les GC libres, liposolubles, diffusent
librement a travers la membrane cytoplasmique pour venir a la rencontre des récepteurs
présents a 1’état inactif. La liaison ligand/récepteur/chaperonnes induit une modification de
conformation, accompagnée d’une hyperphosphorylation du récepteur qui permet la
dissociation du récepteur de ses protéines chaperonnes. Le nouveau complexe
ligand/récepteur va alors pouvoir se dimériser (homodimérisation GR/GR ou MR/MR, ou
hétérodimérisation GR/MR). La dimérisation des récepteurs La dimérisation finalisée, la
translocation dans le noyau est alors possible avec I’aide de protéines recrutées par la
libération de signaux spécifiques. Une fois dans le noyau, les récepteurs vont pouvoir se fixer

a I’ADN sur une séquence spécifique qui reconnait les récepteurs activés : les HRE (Hormone
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Response Element). Il existe 2 types de HRE dans le cas des récepteurs aux GC : les GRE
(Glucocorticoid Response Element) et les MRE (Mineralocorticoid Response Element). Ces
éléments de réponse se situent sur le promoteur du géne cible. Dans le cas des GRE, on
distingue 2 types: les GRE «positifs» qui activent la transcription des genes cibles,
contrairement aux GRE « négatifs » qui répriment leur transcription. Si la transcription a bien

lieu, des ARN messagers sont produits puis traduits en protéine.

Cependant, cette voie d’action des GC ne serait pas la seule a agir sur la transcription
de gene cible. En effet, une voie d’action ne faisant pas intervenir les HRE seraient également
présente en mettant en jeu des interactions protéine-protéine a 1’état de monomére. Les
récepteurs peuvent alors interagir avec d’autres facteurs de transcription comme AP-1
(activator protein-1), CRE (CAMP response element) ou encore c-Fos/Jun (Arnett et al.,
2015). Ainsi, les récepteurs peuvent réguler la transcription de gene ne possédant pas de HRE.
Le complexe récepteur-facteur de transcription se lie a I’ADN au niveau d’une séquence du
promoteur reconnaissant le facteur de transcription. Le récepteur interfére avec 1’action du
facteur de transcription en activant de facon synergique ou en réprimant la transcription du

gene cible.
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Ainsi, 2 types d’action existent concernant les effets des GC. Une premicre action
rapide, non-génomique est mise en avant en réponse a I’augmentation de la concentration des
GC (figure 10). Ce phénomeéne se met en place dans un délai tres court (moins de 5 minutes).
Ensuite, les effets génomiques se mettent en place, dans un délai plus important que les effets
non génomiques. Ces derniers prennent en effet 10 a 30 minutes de translocation nucléaire, 5
a 120 minutes de transcription et traduction. Cela aboutit, dans le meilleur des cas, a une
réponse génomique mise en place en 15 minutes, mais ce délai est généralement plus long.
Cette double réponse, a la fois rapide et plus lente, permet une adaptation optimale face a un
stress en impliquant différentes structures cérébrales comme le cortex préfrontal, qui en
augmentant la vigilance, 1’éveil émotionnel et [’attention permet un traitement de

I’information et une prise de décision optimisée (Arnsten et al., 2015).

4. Du stress normal a la pathologie

Nous avons jusque-la décrit les mécanismes de base du stress, les acteurs moléculaires
mis en jeu, les structures impliquées et les systémes de régulation. Le stress entraine un
nombre de modifications trés important sur différentes fonctions comme la régulation des
lipides et des sucres, la croissance et le développement, tout aussi bien que le systeme
immunitaire ou encore les fonctions cérébrales. Dans ce manuscrit, nous ne développerons
que les impacts sur le systeme nerveux central. En effet, I’implication du stress et des GC sur
des aspects comportementaux est trés importante puisqu’ils agissent sur plusieurs
composantes vitales comme le sommeil (Born et al., 1989), la mémoire et les types
d’apprentissage (Roozendaal et al., 1997; Sandi et al., 1997; Sandi, 2013; Schwabe, 2013), les
troubles de I’humeur (Lupien et al., 1999; Lupien et al., 2009; Papadopoulou et al., 2015), la
prise alimentaire (Dallman et al., 2004; Ulrich-Lai et al., 2015) ou encore les comportements

sociaux (Sapolsky et al., 1997; Cavigelli and Caruso, 2015).

a. Stress normal : action sur les fonctions cognitives et émotionnelles

Le stress, cette réaction physiologique mise en place afin de solliciter les ressources
énergétiques nécessaires pour faire face a une menace et permettre la réponse
comportementale adaptée, est une réaction vitale primitive pour 1’individu. En condition
aigue, il permet de moduler la réponse comportementale pour que celle-ci soit adaptée a la

situation.
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Figure 11 : Courbe de Yerkes-Dodson représentant
les performances lors d'une tache mnésique en
fonctions du niveau de stress

Les performances mnésiques sont dépendante de la
difficulté de la tache : tache simple (Trait en pointillés)

Ainsi, le stress permet de moduler
differentes fonctions supérieures comme
I’apprentissage et la mémoire, certains
auteurs allant jusqu’a dire que « le stress
faconne la mémoire » (Schwabe et al.,
2010a). Schwabe détaille méme ces propos
en démontrant que le stress joue un réle a
la fois sur la quantité et la qualité de la
mémoire. Concernant I’aspect quantitatif,
celui-ci est dépendant du contexte ainsi
que de I’état émotionnel du sujet. Certains

auteurs rapportent des effets facilitateurs

ou complexe (Trait plein). (Adapté de Diamond et al.,

2007) du stress sur 1’acquisition, la consolidation

et le rappel de nouvelles informations
(Nater et al., 2007; Schwabe et al., 2008) et d’autres des effets perturbateurs (Lupien et al.,
1997; Arnsten, 2009; Schwabe and Wolf, 2010). Plusieurs facteurs sont a prendre en
considération comme le contexte émotionnel dans lequel I’apprentissage se fait, la complexité
de la tache ainsi que I’intensité du stimulus stresseur. Les performances observées sont alors
tributaires de ces facteurs, et varient ainsi avec 1’intensité du stress (figure 11) (Diamond et

al., 1992; Diamond et al., 2007).

Concernant 1’aspect qualitatif, le stress va moduler la réponse comportementale en
favorisant la mise en place d’associations de type stimulus-réponse, dépendant du striatum, au
détriment d’associations de type stimulus-stimulus (spatiales), dépendant de I’HPC (Schwabe
et al., 2010b). Le stress contraint donc le sujet a employer des stratégies simples, rapides et

rigides au détriment de stratégies cognitives flexibles et adaptables a de nouvelles situations.

D’un point de vue émotionnel, le stress participe a la perception et a 1’attribution de
valence accordée a un stimulus (Myin-Germeys et al., 2003). De cette facon, un stimulus,
stressant ou non, pourra étre pergu différemment en fonction de 1’état émotionel de I’individu
(Brown et al., 2012). Le stress module également la sensibilité aux stimuli anxiogenes. En
effet, de nombreuses études ont démontré une anxiété accrue, aussi bien chez ’Homme que
chez I’animal, chez des sujets ayant été exposés a un stress avant d’étre exposés a une
situation anxiogene (Timpl et al., 1998). Ces données vont de paires avec des perturbations

retrouvées chez des animaux génétiqguement modifies. Ces derniers, dont la sensibilité au
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stress est accrue par des déficits de modulation de I’axe HPA, présentent des troubles majeurs
de I’anxiété (Bale et al., 2000).

b. Stress pathologiques et conséquences neurobiologiques

La réaction normale de stress peut se trouver perturbée et mener a 1’apparition de
nombreux troubles. L’homéostasie existante en condition normale disparait et engendre ainsi
des troubles liés a I’hyperactivité ou hypoactivité de 1’axe HPA qui en résulte. Les
répercussions de ces modifications peuvent ainsi toucher toutes les fonctions intervenant dans
la régulation de I’axe HPA lui-méme, ou les fonctions sensibles a 1’état émotionnel de

I’individu.

Une des premieres maladies a avoir été mise en relation avec les GC est la maladie
d’Addison, du nom du médecin qui I’a découverte. Il énonce les symptdmes de cette maladie
en 1855 [voir (Nieman and Chanco Turner, 2006)]. Cette maladie rare, qui touche 3 a 4
personnes sur 1 million d’habitants est une insuffisance rénale lente, en rapport avec une
insuffisance des glandes corticosurrénales. Cette maladie entraine une fatigue profonde une
hypotension artérielle, des douleurs gastriques et lombaires, des troubles psychiques et surtout
une coloration bronzée de la peau. Les causes de cette maladie sont souvent liées a une

prédisposition génétique ou bien a la tuberculose.

Un autre déréglement observable en lien avec le stress pathologique est la maladie de
Cushing [voir (Newell-Price et al., 2006)]. Découverte par Harvey Cushing en 1932, la
maladie de Cushing est due a un adénome, tumeur bénigne, de I’hypophyse qui entraine une
hypersécrétion d’ACTH. Suite a ces concentrations ¢élevées en ACTH, les surrénales vont
libérer des GC qui méneront a une hypercortisolémie générale. Les symptémes observables de
cette maladie sont d’important maux de téte, une obésité androide (en triangle inversé), un
aspect « bouffi » du visage, une hypertension artérielle, des troubles anxio-dépressifs, du
diabete et des troubles psychologiques. Cette maladie touche préférentiellement les femmes,

avec une occurrence de 2 a 3 femmes par million d’habitants et par an.

De plus, avec I’avenement des traitements a base de corticostéroides, les effets
secondaires de ces molécules ont attisé 1'intérét des scientifiques. Dans certains cas, les
patients développaient des troubles de I’humeur, du sommeil et un appétit grandissant. L’état
des patients pouvait alors évoluer de 1’euphorie a la dysphorie en peu de temps accompagné

de logorrhée (flux important de paroles), d’hyperactivité et de psychose (Brown, 2009). Ce
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sont ces observations qui ont mené les cliniciens et scientifiques de 1’époque a dénoncer la

« psychose stéroidienne » (Rome and Braceland, 1952).

Ces différentes

Control Control

perturbations, ayant
pour point commun une
hypercortisolémie,

peuvent également étre

Chronic
stress

Chronic
stress

rencontrées dans des
cas de stress chronique.
Aujourd’hui, le stress

chronique est  une

Prefrontal cortex Amygdala and composante tres
and hippocampus orbitofrontal cortex

. L . . importante d’un point
Figure 12 : Variation d'arborisation dendritique des neurones des cortex

préfrontal et orbitofrontal, de I'amygdale et de I'hippocampe aprés un de vue sociétal puisque
stress chronique
toutes les tranches
Une diminution de I’arborisation dendritique dans le PFC et I’hippocampe (a o R
gauche) et au contraire une augmentation dans PAMG et le cortex d’age  peuvent étre
orbitofrontal (a droite) sont observables aprés une exposition au stress touchées par ce
chronique. (D’aprées Popoli et al., 2012).

phénoméne. Les

modifications engendrées par le stress chronigue sont généralement importantes aussi bien au
niveau comportemental que physiologique. On sait aujourd’hui que le stress chronique agit
sur le systéme nerveux en diminuant 1’arborisation dendritique dans I’HPC et le cortex
préfrontal et en I’augmentant dans I’amygdale et le cortex orbitofrontal (figure 12) (Popoli et
al., 2012).

Ces modifications semblent étre sensibles a 1’age d’apparition du stress chronique. Des
études récentes ont montré que chez le sujet jeune, I’arborisation dendritique dans le PFC se
renouvelait aprés I’arrét du stress chronique (McEwen and Morrison, 2013). Cependant, cette
récupération ne s’observe pas, ou du moins pas completement, chez des sujets adultes et agés
(figure 13). De plus, une diminution de la neurogénese hippocampique a également été
rapportée aprés la survenue d’un épisode de stress chronique. La naissance de nouveaux
neurones dans I’HPC se voit diminuée en cas de stress chronique (Lucassen et al., 2010) ce
qui participerait & la diminution du volume de I’HPC (Dranovsky and Hen, 2006; Lucassen et
al., 2014). Ces modifications dendritiques et de neurogénése semblent associées a des

perturbations de 1’expression du BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) dans certaines
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structures, principalement I’HPC, I’amygdale et le cortex préfrontal (Bennett and Lagopoulos,
2014; Filho et al., 2015).

Le stress entraine également une perturbation
du systéme glutamatergique. De facon aigu, le stress
permet une augmentation de la neurotransmission
glutamatergique dans I’HPC et dans le cortex
préfrontal (Popoli et al., 2012). De facon chronique, la
neurotransmission glutamatergique de 1I’HPC reste
durablement accrue tandis que celle du PFC augmente

mais ne se maintient pas (Moghaddam, 2002). Ceci

Recovery
_—

suggérerait une faculté d’adaptation du PFC mais pas
de I’HPC dans la réponse au stress chronique. Le
stress chronique peut également altérer la capacité a
« vidanger »

le glutamate synaptique. Cela peut

conduire a une concentration excessive en glutamate et

Recovery
—_

donc a l'activation des récepteurs extrasynaptiques au

glutamate. Ceci entraine une excitotoxicité qui
pourrait se produire apres une exposition a un stress
chronique (Banasr et al., 2010). De nombreuses études
suggerent que le stress chronique a des effets
significatifs sur la fonction des cellules gliales.
Plusieurs études ont démontré une diminution dans

I'expression de la protéine GFAP (protéine acide

Figure 13 Différence de ré-
arborisation dendritique aprés un
stress chronique dans le PFC

Reé-arborisation dendritique chez des
jeunes (en haut), des adultes (au
milieu) et des personnes agées (en bhas)
aprés D’exposition a un  stress
chronique. (D’aprées McEwen and
Morrison, 2013).

fibrillaire gliale) et du nombre de cellules gliales
exprimant GFAP dans I'HPC et le cortex préfrontal apres I'exposition a un stress chronique
(Banasr and Duman, 2008).

Ainsi, de nombreuses structures voient leur fonctionnement modifié aprés un épisode
de stress chronique (figure 14) (Roozendaal et al., 2009). Ces modifications touchent
principalement des structures impliquées dans la régulation de I’axe HPA. De plus, de
nombreuses autres perturbations comportementales, physiologiques et psychologiques sont a
mettre au compte des déréglements stéroidiens comme 1’insomnie (Chrousos et al., 2000;
Buckley and Schatzberg, 20053, b), les troubles de I’humeur (Seney et al., 2012; Cattaneo and

Riva, 2015), les troubles mnésiques (Tronche et al., 2010b; Tomar et al., 2014) ou encore les
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comportements addictifs (assuétude) (Koob, 2008; Sinha, 2008). De plus, nous pouvons

observer des modifications de la régulation de I’axe HPA avec le vieillissement (Sapolsky et
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Figure 14 : Modifications structurelles de régions
cérébrales impliquées dans la réponse au stress

Le stress entraine des modifications dendritiques,
ainsi que des changements de sensibilité dans le
cortex préfrontal, 1’hippocampe et [’amygdale.
L’hippocampe  présente un  volume  réduit
principalement associé & une diminution de la
neurogénese et a une atrophie dendritique réversible.
Le cortex préfrontal médian présente lui aussi une
atrophie dendritique réversible. Enfin, 1’amygdale
présente une hyperactivitt associée a une
augmentation du nombre de dendrites persistante
(D’apres Roozendaal et al., 2009).

and Duman, 2008; Lupien et al., 2009).
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al., 1986; Aguilera, 2011; Garrido, 2011)
qui seraient d’autant plus exacerbées chez
des sujets présentant les premiers signes
de la maladie d’Alzheimer (Campbell et
al., 2015).

Aujourd’hui, la population
scientifique s’intéresse de plus en plus
aux troubles de I’humeur qui apparaissent
en cas d’hypercortisolémie chronique.
Lors d’une exposition prolongée aux GC,

I’organisme n’arrive plus a retrouver son

état d’homéostasie et met en place un
« équilibre allostatique » dont la dérive
augmente avec le temps (Joels, 2008b;
Bizik et al., 2013). Cette maladaptation au

stress  peut alors  précipiter le
développement de pathologies
neurodégénératives comme la maladie

d’Alzheimer (Pardon and Rattray, 2008)
ou neuropsychiatrique  comme la

dépression (Miller et al., 2007; Pittenger
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Les Troubles Dépressifs

Du latin depressio « enfoncement », « pression de haut vers le bas », la dépression est
un trouble psychiatrique, correspondant a une dérégulation de I’humeur. On retrouve
actuellement le terme de dépression dans plusieurs déclinaisons médicales comme la
dépression majeure, la dépression nerveuse, les troubles dépressifs, les épisodes dépressifs

etc.

Cet état pathologique se caractérise principalement par une humeur triste et
douloureuse associée a une réduction de 1’activité psychomotrice et a un désintérét intellectuel
(définition de I’encyclopédie Larousse). D’autres signes peuvent étre associés a la dépression
comme des pensées négatives, des intentions suicidaires voire des hallucinations. Aujourd’hui
le terme de dépression est couramment utilisé, cependant il semble ne pas étre toujours bien
interprété par le public qui peut étre amené & confondre la déprime, 1égére fatigue morale et
physique passagere avec la dépression, réelle pathologie nécessitant la mise en place d’un
suivi thérapeutique et psychologique. Pour une meilleure compréhension, nous allons tenter
de donner quelques définitions et informations importantes en ce qui concerne la dépression

majeure chez ’Homme et les études qui ont été menées a ce sujet.

1. Historique

Dés I’ Antiquité, on retrouve des écrits relatant des états dépressifs chez des individus,
comme dans le papyrus d’Ebers, datant d’environ 1.550 ans avant notre ére, ou un scribe
égyptien relate que « La mort est aujourd’hui mon seul espoir ». Ce sont Ia les plus anciens
écrits retrouvés a ce jour, témoignant de la prise de conscience par I’'Homme de cet état
« psychologique ». Il est cependant difficile d’appréhender la dépression d’un point de vue
historique aux vues des changements de mceurs et de courants de pensée qui ont évolué
jusqu’a aujourd’hui. Au V™ siécle avant notre ére, la médecine antique commence &
s’intéresser a la « santé de ’ame ». C’est Hippocrate qui énonce le premier la mélancolie
comme une pathologie de ’esprit. 1l énonce alors les ébauches de la Théorie des Humeurs,
d’aprés laquelle le corps de I’'Homme se compose de 4 fluides : le sang, la lymphe, la bile
jaune et la bile noire. Ces quatre fluides sont alors en équilibre et responsables du bon état de
santé de I’individu. D’apreés cette théorie, un excés de bile noire serait a 1’origine d’un état

melancolique, ce que nous appelons de nos jours I’état dépressif.
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D’autres philosophes comme Platon (427-358 av J.-C.) et Aristote (384-322 av J.-C)
reconnurent les fondements de la théorie d’Hippocrate et la compléterent avec la cosmologie
des 4 ¢éléments fondamentaux (eau, feu, air et terre) croisée avec des qualités
physiques (chaud, froid, sec et humide). La composition d’un élément et d’une qualité donne
naissance a un fluide, commun a la premiére théorie d’Hippocrate. On retrouve toujours cette
théorie des humeurs dans notre quotidien, lorsque 1’0n désigne une personne comme étant
sanguine, qui réagit vivement, comme étant séche, chaleurcuse et méme dans I’expression «
se faire de la bile ». Ainsi on fait encore, sans le savoir, appel a la médecine hippocratique
dans notre quotidien.

Aprés I’ Antiquité, I’affect dépressif sera longtemps théologique. Au Moyen-age, les
moines en proie a I’ennuie monastique souffrent d’acédie, une tristesse accablante, une
torpeur de I’esprit diabolisée par I’église (Forthomme, 2000). Le début du XX*™ siécle rime
avec la premiere apparition psychiatrique du terme dépression avec la publication du
psychiatre allemand Emil Kraepelin en 1921, Maniac depressive insannity and paranoia. Cet
ouvrage est un grand pas dans 1’élaboration de classifications des troubles mentaux. Kraepelin
y deécrit les psychoses maniaco-dépressives (caractérisées par des alternances d’états
maniaques suivis d’états dépressifs) qui incluaient alors plusieurs troubles comme la
dépression majeure. Il y donne alors les premiéres caractéristiques que nous connaissons
aujourd’hui, a savoir un état de tristesse profond, associé a une détresse morale et une

inhibition des fonctions motrices.

A la méme époque, Sigmund Freud (1856-1939) débute ses travaux sur les
fondements de la psychanalyse, et compare la mélancolie au deuil dans Mourning and
Melancholia en 1917. Freud décrit alors la dépression comme une incapacité de 1’individu a
faire face a ses problémes et comme une perte de ’estime de soi, suggérant ainsi que la
dépression est d’avantage une faiblesse individuelle qu’une pathologie. Enfin, le terme de
dépression s’imposera petit-a-petit en lieu et place de mélancolie avec 1’appui d’ Adolf Meyer
(1866-1950), psychiatre suisse, qui contribuera a mettre en évidence que la dépression est
dépendante du contexte biologique et social dans lequel I’individu évolue (Blazer, 2005). Par
la suite, I’intérét s’est tourné vers une classification objective des troubles psychiatriques afin
de pouvoir diagnostiquer ces troubles chez des patients. Naissent alors deux outils
primordiaux, toujours employés dans des versions plus récentes, le « Diagnostic and
Statistical Manual » (DSM) par 1’ Association Américaine de Psychiatrie et la « Classification
Internationale des Maladies » (CIM) de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS).
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2. Sémiologie et Epidémiologie
a. Sémiologie, classification et identification des troubles

Les troubles de I’humeur sont présentes de nombreuses variantes, dépendantes a la
fois de la symptomatologie et de I’intensité des symptomes rencontrés. Parmi les troubles de
I’humeur, il est possible de rencontrer les troubles dépressifs majeurs (ou dépression
majeure), la dysthymie, la psychose manioco-dépressive et encore d’autres troubles que nous
ne détaillerons pas dans ce manuscrit. Au regard du DSM-V, édité depuis 2013, le diagnostic
de dépression majeure est établi par la présence d’au moins 5 symptébmes parmi une liste
définie (avec au moins 1’'un des deux premiers) et doit se dérouler sur une période d’au moins

2 semaines. Ces symptomes sont :

- Une tristesse quasi-permanente

- Une perte d’intérét et du plaisir a I’égard des activités quotidiennes, méme celles
hautement plaisantes

- Un sentiment de dévalorisation

- Des idées de morts ou de suicide récurrentes

- Des troubles attentionnels, mnésiques et de la concentration

- Un ralentissement psychomoteur

- Une fatigue (asthénie), souvent le matin

- Une perte ou gain d’appétit (associée a une perte ou gain de poids)

- Des troubles du sommeil (insomnie ou hypersomnie)

Ces principaux symptdmes sont souvent, mais pas nécessairement accompagnés par
des troubles secondaires comme des troubles anxieux, un isolement social ou encore des
troubles cognitifs. Le DSM-V reconnait plusieurs sous-catégories de la dépression majeure
appelées « déterminants », dont les plus répandus sont la forme mélancolique (environ 25%)
et la forme atypique (entre 15 et 30%) (Harald and Gordon, 2012). On trouve également le
déterminant catatonique, post-partum et saisonnier. Le déterminant mélancolique est
caractérisé par la présence d’une anhédonie, d’un état dysphorique (surtout le matin),
d’insomnie, d’une perte de poids, d’un fort sentiment de culpabilité¢ et d’une hyperactivité.
L’ensemble de ces symptomes entraine chez le patient un sentiment d’infériorité, en
discordance avec la réalité ainsi que des troubles de I’humeur et de la pensée. Le déterminant
atypique quant-a-lui, présente aussi une anhédonie et un état dysphorique en fin de journée.

On note également une forte fatigue associée a une hypersomnie, une hypoactivité et une
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augmentation de I’appétit et du poids. Ces symptomes s’accompagnent le plus souvent d’un

détachement global de I’individu avec son environnement social.

Enfin, il est a noter que chaque individu présentant des troubles dépressifs majeurs
n’est pas nécessairement associ¢ a un des différents déterminants de la maladie. Son état
dépressif peut étre une combinaison de plusieurs criteres de chaque déterminant et ainsi
constituer un syndrome unique, rendant la sémiologie de la dépression complexe (Czeh et al.,
2015a).

b. Epidémiologie

Selon I’OMS, les troubles mentaux constituent une des plus lourdes charges, en termes
de morbidité dans le monde avec 16% de la population mondiale soit 450 millions de
personnes, dont 120 millions particuliérement touchés par la dépression majeure (Kessler and
Bromet, 2013). Les souffrances engendrées par les problemes de santé mentale ainsi que les
répercussions economiques et sociales sont considérables. On estime a 2,5% du produit
national brut, le colt annuel cumulé des troubles mentaux aux USA. En Europe, cette part des

dépenses, en ne prenant en compte que les frais d’hospitalisation, s’éléverait a 20-25%.

Tableau 1 : Prévalence d'un épisode dépressif en France au cours des 12 derniers mois (Barométres santé de ’'INPES
2005 et 2010)

2005 2010 2005 2010 2005 2010
[ &% [ 2 [ awe [ EW s [ 3
7.8 7.8 5.1 5.6 10.4 10.0
7.0 6.4 45 3.7 9.7 9.3
9.1 10.1 6.4 7.0 11.9 13.2
8.9 9.0 5.4 7.3 12.3 10.7

55-75 ans 5.3 4.7 3.6 2.6 6.8 6.6

. Ensemble Hommes Femmes

Selon le Barométre de I’INPES (Institut National de Prévention et d’Education pour la
Santé) de 2010, 7,8% des Francais de 15 a 75 ans ont vécu un épisode dépressif majeur au
cours des douze derniers mois, soit environ 5 millions de personnes (Beck and Guignard,

2012). Sur une vie entiére, ce pourcentage s’éléve alors a 19%, soit 12,5 millions de
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personnes. Les détails des prévalences en fonction de I’4ge et du sexe des individus sont

présentés dans le tableau 1.

En 2010, on remarque que la prévalence chez I’adulte (20-54 ans) est environ 2 fois
plus grande que celle des adolescents (15-19 ans) et des personnes agées (55-75 ans). Ceci
s’explique par les pressions sociales et économiques rencontrées chaque jour dans le monde
du travail (ou I’absence de travail) qui peuvent conduire a des états de fatigue mentale, de

« BurnOut » voire de dépression majeure (Marchand et al., 2014).

Incidence d’épisodes dépressifs Cependant, || est él notel‘

| que la variabilité des troubles

A
|
“ I. III ismdde mentaux et les différences de
. critéres diagnostics rendent

difficiles les études
I II - épidémiologiques (Czeh et al.,
iNaissance Mort\L
2015a). 11 n’en reste pas moins que
Enfance Adolescence Adulte Age avancé
la dépression majeure est une

A
Conception

pathologie sévére qui revét un
Figure 15: Incidence des épisodes de dépressions en ) ]
fonction de I’age aspect récurrent sur toute la vie du

Les fragments noirs correspondent a 1’occurrence d’un épisode patient dans 75% des cas (avec
dépressif. Chaque ligne de fragments noirs représente un
schéma possible d’occurrence de la dépression chez 1’enfant,
’adulte et la personne agée. (D’apres Czeh et al., 2015a) possible ; figure 15), identifiée par

plusieurs schéma d’incidence

une succession de phases de
rémission et de rechute (Frank and Thase, 1999). On estime a 60%, le risque de rechute chez
un patient ayant déja rencontré un épisode de dépression majeure. La rechute, si elle a lieu,
n’est cependant pas nécessairement liée a la méme origine du premier épisode de dépression
majeure, ce qui laisse supposer une certaine sensibilité mise en place apres un premier

épisode dépressif (Burcusa and lacono, 2007).

En France, chagque annee, pres de 10.500 personnes souffrant de dépression décédent
par suicide et il est estimé que les tentatives de suicide sont dix fois plus nombreuses. Les
suicides accomplis sont le plus souvent le fait de personnes agées, célibataires, veufs ou
divorcés, sans travail ou a la retraite. Environ 60 % des suicides sont reconnus comme

directement liés a un trouble dépressif majeur (Mann et al., 2005; Nakao and Takeuchi, 2006).
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3. Etiologie, facteurs prédictifs de la dépression

L’étiologie exacte de la dépression majeure reste encore mal connue aux vues de
I’hétérogénéité des méthodes de classification. Comme décrit précédemment, il reste assez
rare qu’un patient dépressif souffre de symptomes correspondant exactement a un déterminant
de la dépression majeure. Trés souvent, 1’état dépressif du patient est une composante de
symptdmes variés qui, exprimés ensemble, donne naissance a un état dépressif. Ces variations
s’expliquent principalement par des variabilités interindividuelles, qui démontrent bien que
les troubles dépressifs ne sont pas des pathologies circonscrites a une définition donnée, mais
un ensemble de troubles qui partage un certain nombre de manifestations, dont les
mécanismes et les causes peuvent diverger. De ce fait, 1’étiologie est difficilement
définissable mais il est évident qu’elle est multifactorielle et qu’elle intégre a la fois des

facteurs extrinséques et intrinseques que nous détaillerons ci dessous.

a. Facteurs extrinséques

Facteurs démographiques et psychosociaux
L’expérience propre a I’individu va grandement contribuer a la formation de sa

psychologie future et a sa capacité a réagir aux contraintes. Certaines personnes seront alors
plus susceptibles de réagir a une situation que d’autres et seront potentiellement plus enclines

a développer un trouble dépressif.

Comme signalé dans le tableau 1, le sexe et 1’dge sont des facteurs importants
concernant le risque de développer un épisode dépressif. L’INPES révele une prévalence
accrue d’épisodes dépressifs chez 1’adulte, a hauteur de 9,5% contre 6,4% chez les
adolescents et 4,7% chez les personnes agées. Cependant, d’autres études ne parviennent pas
aux mémes conclusions. En effet, plusieurs études francaises (Alonso et al., 2004) indiquent
que les classes d’age les plus sensibles au développement de troubles dépressifs sont les
adolescents, avec une prévalence a hauteur de 13%, tandis qu’au-dela de 18 ans, 1’dge ne
semble plus intervenir dans 1’émergence de troubles dépressifs. Cette différence de conclusion
entre les enquétes nous montre a quel point il est difficile d’établir une vérité sur les

sensibilités en fonction de 1’age des patients.

L’environnement social proche et le statut professionnel jouent également un réle tres
important dans la prévalence des troubles dépressifs. A 1’adolescence, la sphére amicale

(’entourage) est trés importante et permet de prévenir ’apparition de syndrome dépressif (La

56



Introduction Générale — Les Troubles Dépressifs

Greca and Harrison, 2005). Les revenus du foyer entrent également en jeu, on retrouve ainsi
une prévalence accrue chez une personne au chdmage comparativement a un employé en
CDI. Une étude démontre également que cette différence de prévalence se retrouve aussi chez

les enfants de ces foyers aux revenus différents (Lupien et al., 2001).

Facteurs environnementaux
Le stress ou les traumas sont considérés comme des facteurs environnementaux

majeurs pouvant précipiter un épisode dépressif et influencer sa sévérité, sa durée et sa
récurrence (McEwen, 2005). Des évenements de vie « anciens » comme les abus sexuels dans
I’enfance sont fréquemment documentés dans leur potentielle implication avec la survenue
d’un épisode dépressif futur. Certaines données tendent a montrer que les patients ayant subi
ces abus et souffrant de troubles dépressifs présentent un trouble plus sévére et résistent
davantage aux traitements (Kaplan and Klinetob, 2000; Banou et al., 2009; Poleshuck et al.,
2009). De plus, le nombre de traumas de I’enfance augmente le risque de développer une
dépression a 1’age adulte et méme de transmettre cette sensibilité & la descendance future
(Champagne, 2008). D’autres études se sont intéressées aux rapports entre événements de vie
«récents » et dépression. Les résultats rapportés sont assez souvent contradictoires et
I’existence d’un état de stress post-traumatique (EPST) peut parfois étre considéré comme un
facteur aggravant (Lancon, 2009) méme si les liens entre ESPT et dépression sont largement
discutés dans la littérature (Kaplan and Klinetob, 2000).

Chez I’adulte, les facteurs de stress environnementaux peuvent contribuer a
I’émergence d’un épisode dépressif, lequel est renforcé lorsque ceux-cCi revétent un caractére
chronique ou traumatique (Kendler et al., 1995). Les habitudes et mode de vie de I’individu
sont aussi responsables d’une part des incidences des troubles dépressifs. L’alcoolisme
(Fergusson et al., 2009), le tabagisme (Martini et al., 2002), 1’abus de drogue (Markou et al.,
1998; Fairman and Anthony, 2012) sont autant de facteurs pouvant, a la fois, entrainer des

épisodes dépressifs futurs et apparaitre avec 1’épisode dépressif lui-méme (co-morbidité).

b. Facteurs Intrinseques

Facteurs Génétiques
Le profil d’expression des génes dans les troubles dépressifs majeurs a été longtemps

considére comme difficilement étudiable. 11 est aujourd’hui clair que la vulnérabilité
génétique n’est pas exclusivement due a un géne unique, mais a toute une population

génétique complexe qu’il reste a identifier. Les nouvelles avancées en matiéres d’études sur le
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génome ont permis de mettre en avant plusieurs candidats potentiels (Flint and Kendler,
2014), dans la présence d’un risque de développement de troubles dépressifs. Ces derniers
peuvent également étre impliqués dans d’autres troubles psychiatriques (Smoller et al., 2013),
d’autant plus que certains traits de personnalité ayant une implication dans la survenue
d’épisodes dépressifs comme ’anxiété, le pessimisme ou encore 1’évitement des nuisances

(Bouchard and Loehlin, 2001) ont une héritabilité importante.

Malgré quelques résultats contradictoires, plusieurs études ont permis d’identifier des
régions chromosomiques associées a la dépression majeure (Holmans et al., 2007). Des études
comparatives sur les épisodes dépressifs majeurs apparus chez des jumeaux homozygotes et
hétérozygotes suggerent un taux d’héritabilité d’environ 37% (Sullivan et al., 2000). Tres
récemment, dans une lettre parue dans le journal Nature, un consortium a validé des travaux
démontrant 1’existence de deux loci sur le chromosome 10 contribuant au risque de
développer une dépression majeure (Cai, 2015). Un variant polymorphique fréquemment
retrouvé chez des sujets dépressifs touche également le promoteur du gene 5-HTTLPR codant
pour un transporteur de la sérotonine. Cette modification entraine in fine une diminution de la
recapture de la sérotonine dans la fente synaptique des cellules nerveuses cérébrales qui
conduirait a la mise en place de troubles dépressifs a court, moyen ou long terme (Lesch et al.,
1996; Starr and Hammen, 2015). Les patients présentant cette modification auraient donc une
plus grande sensibilité face au stress, se traduisant également par une hyperactivité
amygdalienne (Caspi et al., 2003; Munafo et al., 2008), appuyée par des études d’imagerie

cérébrales (Pezawas et al., 2005; Neumeister et al., 2006).

Facteurs Epigénétiques
En plus des modifications génétiques observables, le réle des modifications dites

épigénétiques semblent impliquées dans la dépression majeure (figure 16). L’épigénétique
désigne les processus permettant au génome de contrOler le développement et le
fonctionnement de l’organisme en fonction des influences qu’exercent I’environnement
(Bagot et al., 2014). Les mécanismes de régulation épigénétique peuvent étre regroupés en 3
domaines principaux : les modifications post-traductionnelles des histones, le remodelage de
la chromatine et la méthylation de I’ADN. Bien que chacun ait une grande importance dans
les régulations épigénétiques, ces trois mécanismes agissent de concert pour eétablir

I’expression phénotypique.
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Figure 16 : Structure de la chromatine et modifications épigénétiques des histones

A : Génome eucaryote organisé autour d’octameéres d’histones formant des nucléosomes, eux-mémes
compactés pour former les solénoides a la base de la structure chromosomique. B : Composition d’un
octamere d’histone, chaque histone (H2A, H2B, H3 et H4) étant présente en 2 exemplaires dans I’octamére.
Le schéma présente également les lysines (K) pouvant subir des modifications épigénétiques telles que des
acétylations ou méthylation, permettant ou non I’accés des ribosomes au brin d’ADN pour entamer la
transcription. (adapté de Bagot et al., 2014).

Ces modifications sont sensibles aux perturbations de [’environnement et a
I’expérience comportementale, en particulier concernant les loci de génes impliqués dans la
plasticité neuronale (McEwen et al., 2012). Ainsi, différents facteurs développementaux et
environnementaux peuvent conférer une susceptibilité pour la dépression en affectant le
génome d’une maniére épigénétique (McGowan and Roth, 2015). Par exemple, il a été montré
qu’un comportement maternel caractérisé par les soins apportés aux jeunes chez les rongeurs
induit des changements épigénétiques dans la région promotrice du géne du récepteur GR qui
pourraient étre bénéfiques contre I’apparition d’un état « dépressif-like » (McGowan et al.,
2011). De méme, un protocole de stress chronique basé sur la défaite sociale chez la souris est
capable d’induire des changements épigénétiques qui perturbent I’expression du géne du
BDNF. Un traitement chronique par un antidépresseur (I’imipramine) permet d’abolir ces
effets par de nouveaux changements épigénétiques sur le méme géne mais sur des sites
différents (Tsankova et al., 2006). Ces modifications peuvent persister dans le temps et

peuvent méme parfois étre irréversibles jusqu’a la mort du patient (Vialou et al., 2013).
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En sachant le caractére irrémédiable de certaines de ces modifications, 1’épigénétique
a été proposée pour expliquer de nombreux aspects de la dépression, incluant les différences
de troubles émergents chez des jumeaux homozygotes, les différences interindividuelles, les
rechutes chroniques de la maladie et méme la prévalence accrue chez les femmes (Mill and
Petronis, 2008). Une des premiéres preuves ayant aiguillé les chercheurs vers les
modifications épigénétiques dans la régulation des troubles dépressifs a ¢été 1’effet
antidépresseur observé par [’administration, systémique ou intracérébral, d’inhibiteur
d’histones deacétylases (HDAC) chez différents modeles animaux. Les HDAC permettent de
réprimer indirectement la transcription d’un géne, en retirant les groupements acétyles
présents sur les histones, entrainant une compaction de I’ADN. Sous I’effet d’inhibiteur
d’HDAC, la chromatine reste relachée, permettant la transcription des genes cibles
(Covington et al., 2009; Volmar and Wahlestedt, 2015).

Enfin, la méthylation de I’ADN joue un rdle important dans I’expression des
médiateurs du stress et des troubles dépressifs. 11 s’agit de la modification épigénétique la plus
stable qui est, par exemple, impliquée dans les régulations de la CRH dans le PVN de
I’hypothalamus. Ainsi, chez des animaux soumis a un protocole induisant des troubles
dépressifs, on a retrouvé une diminution de la méthylation de I’ADN au niveau du promoteur
du géne codant pour la CRH, permettant ainsi une plus grande accessibilité de celui-ci a la

machinerie de transcription (Tsankova et al., 2004; Sterrenburg et al., 2011).

L’ensemble des facteurs jusqu’ici présentés participent donc a la mise en place des
troubles dépressifs qui se caractérisent par de nombreuses altérations a la fois fonctionnelles
et structurelles. Nous allons alors détailler une partie de ces altérations dans les parties

suivantes.

4. Neurobiologie de la dépression majeure

Jusqu’a présent, nous avons vu que la dépression majeure affecte 1’ensemble de
I’organisme, peut toucher les hommes et les femmes, les jeunes et les séniors, et peut avoir de
multiples origines. De plus, la dépression majeure entraine de nombreux déréglements
biologiques dont certains vont étre presentés dans la partie suivante. Il est possible de
retrouver plusieurs hypothéses concernant la physiopathologie de la dépression majeure dans
la littérature. Les 3 principales concernent les altérations des systémes monoaminergiques
(principalement sérotonine et noradrénaline), les dysfonctionnements de 1’axe HPA et enfin

les altérations de la plasticité neuronale.
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a. Hypothése monoaminergique
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Figure 17 : Innervation des neurones monoaminergiques au niveau du systéme nerveux
central

A Projections noradrénergiques depuis le locus coeruleus; B : projections dopaminergiques
depuis la substance noire et I’aire tegmentale ventrale (VTA) ; C: projections serotoninergiques
depuis les noyaux du raphé ; D : projections histaminergiques depuis ’hypothalamus. (D’aprés
Fuchs and Flugge, 2004)

Les monoamines sont des neurotransmetteurs possédant de trés nombreuses
projections qui sous-tendent des possibilités de modulations de nombreux systemes. On
distingue les catécholamines (adrénaline, noradrénaline et dopamine), principaux acteur de la
réponse rapide du stress, dérivees de la tyrosine et la serotonine dérivée du tryptophane. Elles
interviennent dans les émotions, la mémoire ou encore le comportement (Fuchs and Flugge,
2004; Belmaker and Agam, 2008). L’hypothése monoaminergique de la dépression majeure

suppose une déficience de disponibilité de ces neurotransmetteurs. Les principales
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monoamines concernées sont la noradrénaline et la sérotonine synthétisées respectivement

dans le locus cceruleus et dans les neurones du raphé (figure 17).

A Dorigine, un effet dépressogeéne a été¢ observé avec 'utilisation d’un traitement de
I’hypertension artérielle, la réserpine (Bunney and Davis, 1965), méme si aujourd’hui cet effet
est quelque peu controversé (Baumeister et al., 2003). La réserpine entrainait une diminution
de sérotonine cérébrale (Brodie et al., 1966) qui pouvait étre accompagnée d’une diminution
des catécholamines (adrénaline, noradrénaline, dopamine). Au cours des années 50, les
premiers antidepresseurs sont découverts avec sérendipité grace aux effets secondaires d’un
composé antituberculeux : 1’ironiazide qui avait pour effet d’améliorer de fagon
exceptionnelle ’humeur des tuberculeux dans les sanatoriums. Ce médicament s’est avéré
bloquer trés efficacement la Monoamine Oxidase (MAO). Une nouvelle genération
d’antidépresseurs était ainsi découverte (IMAO : inhibiteur de la MAO). De plus récentes
¢tudes d’imagerie, par une technique de tomographie a émission de positrons utilisant un
ligand spécifique de la monoamine oxydase, demontrent une augmentation de 30% de
I’activité de cette enzyme chez des patients dépressifs (Meyer et al., 2006; Sacher et al.,
2015). Cette augmentation d’activité catabolique est ¢galement associée a une diminution de
production de noradrénaline chez des patients dépressifs, ce qui diminue d’autant plus les

métabolites présents au niveau cérébral (Lambert et al., 2000; Zhang et al., 2005).

Ces observations ont poussé la communauté scientifique et medicale & proposer
I’hypotheése monoaminergique de la dépression. Les premiers antidépresseurs commercialisés
en tant que tels, étaient des inhibiteur de la monoamine oxydase. A la méme époque, une
deuxiéme famille d’antidépresseur était découverte : les tricycliques. C’est en cherchant a
mettre au point des analogues de la chlorpromazine (Largactil ®), le premier neuroleptique
montrant une véritable activité antipsychotique, que I’imipramine fut synthétisée par les
laboratoires Ceigy (1957). L’imipramine est employée en tant qu’antidépresseur pour ses
capacités d’inhibition de recapture de la sérotonine et de la noradrénaline (Glowinski and
Axelrod, 1964). Les antidépresseurs tricycliques ont aussi des inconvénients comme un long
délai d’action (4 a 6 semaines) ou encore une altération des rythmes cardiaques. Les
chercheurs ont alors développé d’autres antidépresseurs, moins toxiques. Les inhibiteurs
sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS) élévent la concentration de sérotonine dans la
synapse en inhibant sélectivement sa recapture par blocage immédiat du transporteur
sérotoninergique (SERT) qui assure la recapture de la sérotonine par le neurone. Cette

augmentation se traduit par une plus grande intensité et durée de stimulation des récepteurs
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postsynaptiques (Lesch, 2001). En clinique, les ISRS sont largement utilisés pour le
traitement de la dépression et des troubles anxieux. Jusqu’a aujourd’hui, de nouveaux
antidépresseurs sont apparus régulierement sur le marché comme, par exemple, les inhibiteurs
de la recapture mixte de la serotonine et de la noradrénaline, les inhibiteurs sélectifs de la

recapture de la noradrénaline (ISRN) et d’autres que nous ne détaillerons pas.

Le role d’une autre monoamine, la dopamine, dans la dépression est également
suggéré par la fréquence importante d’épisodes dépressifs chez des patients atteints de la
maladie de Parkinson. Cette maladie, caractérisée par une dégénérescence des neurones de la
substance noire, sieége de la synthese de dopamine, présente en effet une forte prévalence a la
dépression : environ 30% des patients parkinsoniens développant au moins un épisode
dépressif. De plus, quelques agonistes sélectifs des récepteurs a la dopamine comme le
pramipexole, démontrent des effets antidépresseurs (Gershon et al., 2007).

Les nombreuses preuves apportées jusqu’ici font de cette hypothese le candidat idéal
dans D’explication neurobiologique des troubles liés a la dépression majeure. Cependant,
environ un tiers des patients souffrant de dépression ne voient pas leur état de santé mentale
amélioré par un traitement ciblant le systéme monoaminergique, ce qui laisse suggérer que

cette hypothése n’est pas la seule valable pour expliquer les troubles dépressifs (Mann, 2005).
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b. Hypothése du dysfonctionnement de I’axe HPA
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Figure 18 : Modifications de I’axe HPA en cas de dépression
majeure

Les différentes étapes de I’axe HPA sont représentées par des fleches
noires. En réponse au stress, le PVN de I’hypothalamus sécréte
I’hormone CRH dans le systéeme porte hypothalamo-hypophysaire,
qui va alors atteindre I’hypophyse antérieure et stimuler la libération
de I’hormone corticotrope (ACTH) dans la circulation sanguine.
Celle-ci va a son tour stimuler la libération de cortisol chez ’homme
par les glandes surrénales. Les fleches rouges représentent le
rétrocontrble negatif exerceé par le cortisol aprés sa sécrétion. Les
anomalies centrales et périphériques observées chez les patients
déprimés sont indiquées par des encadrés. La taille de I’hippocampe
est alors diminuée, ainsi que la neurogénese de cette structure. Cela
entraine une diminution du rétrocontrole négatif de I’hippocampe sur
I’axe HPA qui méne a une hypersécrétion de CRH et de GC,
associées respectivement a [’augmentation volumétrique de
I’hypophyse et des glandes surrénales (Belmaker and Agam, 2008).

Comme décrit dans le
chapitre précédent, le stress
entraine une réaction en
chaine qui aboutit a la
libération de monoamine et
de GC. Il existe aujourd’hui
de nombreux travaux qui
démontrent I’importante
relation entre 1’état de stress
et les troubles dépressifs
(Katz et al., 1981; Stokes,
1995; 2002;
Pittenger and Duman, 2008;

Marin et al., 2011). Lorsque

Lee et al.,

le stress survient de maniére
trop fréquente, ou bien
prolongée, la  production
excessive de cortisol entraine
souvent  I’apparition  de
troubles dépressifs, associée a

des modifications structurales

et fonctionnelles de 1’axe
HPA  (Figure 18). Ce
phénomene est également
appuye par la grande

prévalence d’épisodes dépressifs chez des patients atteints de la maladie de Cushing,

caractérisée par une hypercortisolémie chronique (Burgess et al., 1996; McEwen, 2005). La

présence de cortisol en trop grande quantité augmente également le risque de développer, a

court ou long terme, des épisodes dépressifs. Des études ont montre que le stress périnatal et a

I’adolescence jouait aussi un role dans le risque de développer un épisode dépressif a 1’age

adulte (Lupien et al., 2009; Koehl et al., 2012; Babenko et al., 2015).
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En plus d’avoir la facult¢ d’étre un élément déclencheur de la dépression, la
perturbation de 1’axe HPA est également un symptéme couramment observe chez des patients
souffrant de troubles dépressifs. Ceci se caractérise par des concentrations plasmatiques en
cortisol élevées (Burke et al., 2005), des niveaux de cortisol salivaire élevés (figure 19;
(Heaney et al., 2010)), des niveaux cérébro-spinaux de CRH élevés et une augmentation des
ARNmM de la CRH dans les régions limbiques (Merali et al., 2004). Des études utilisant la
déxaméthasone, corticoide de synthése, pour évaluer le rétrocontrble négatif sur la libération
de CRH, ont permis de mettre en évidence une absence de suppression de sécrétion de la CRH
dans 50% des cas chez des patients dépressifs. Ceci démontre un trouble important dans le
rétrocontréle, qui ne toucherait que 50% des patients dépressifs. Chez les autres, le

rétrocontréle serait
tOUjourS fonctionnel mais 4 —e— Young high depression score
35 4 —O— Young low depression score
la dérégulaﬁon de 1’axe —w— Old high depression score
304 —&— Old low depression score
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. 25
facteur, entrainant une
20 A
cortisolémie élevée. De
154
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rémission de [’épisode

dépressif entrainée par un
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Figure 19 : Taux de cortisol chez patients dépressifs jeunes et ages

de  facon spontanée | jusqu’a 12h apreés le réveil

réverse, dans la majorité | Le cortisol salivaire est prélevé et dosé a plusieurs moments de la journée
chez des patients souffrant de troubles dépressifs (faible ou fort) chez des

des cas, les troubles sujets jeunes et agés. (Heaney et al., 2010).

associes au déreglement
de I’axe HPA (Nemeroff, 1996; Carroll et al., 2007). Cependant, certains auteurs affirment
que la normalisation de I’axe HPA n’est pas automatique (Bhagwagar et al., 2003) et que le
maintien de ces perturbations, apres rémission de 1’épisode dépressif, est associé a un risque

important de rechute et de résistance aux traitements (Holsboer, 2000).

L’implication des monoamines dans la réponse physiologique du stress peut étre un
lien important entre 1’hypothése monoaminergique de la dépression et celle du

dysfonctionnement de 1’axe HPA. En effet, il n’est pas impossible que 1’action des
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antidépresseurs, principalement a action monoaminergique, puisse se faire en agissant

¢galement sur la régulation de 1’axe HPA (Holsboer, 2000).

c. Hypothése de la neuroplasticité

Une hypothese supplémentaire dans la neurobiologie de la dépression est celle de la
neuroplasticité. La neuroplasticité désigne la capacité de réorganisation que possede le
systéme nerveux central. Cette réorganisation, a la fois structurelle et fonctionnelle, s’exécute
par des processus de neurogénese, gliogénese et de synaptogénese. Ces phénomenes se
rencontrent lorsque 1’organisme est soumis a des changements endogénes et/ou exogénes. Ils
sont possibles par I’action de nombreux facteurs et I’altération du bon fonctionnement de ces
facteurs peut entrainer une diminution de plasticité, rendant le systeme difficilement

réorganisable et in fine, pouvant amener a 1’émergence de troubles dépressifs.

Le phénomeéne de neurogénese est un processus long qui comporte de nombreuses
étapes clés. La neurogénése est initiée par une prolifération de cellules souches progénitrices
dans la zone sous-granulaire de I’HPC. Les cellules-filles vont alors migrer, puis se
différencier en cellules gliales ou en neurones (Duman, 2004). Comme décrit dans la partie 4
de ce chapitre, I’HPC est une structure majoritairement atteinte lors de troubles dépressifs.
Des études ont montré que la neurogénese hippocampique était grandement diminuée chez
des patients souffrant de troubles dépressifs (Sahay and Hen, 2008) alors qu’un traitement
antidépresseur augmentait cette neurogénése (Malberg et al., 2000; Santarelli et al., 2003;
Banasr and Duman, 2007).

Les études sur la neurogénese se sont particulierement intéressées au BDNF,
largement exprimé dans les structures du systeme limbique. Ces travaux sont supportés par de
nombreuses études précliniques démontrant un lien étroit entre le stress et la réduction de
BDNF dans I’HPC. Ce phénomene se retrouve également en cas de dépression majeure,
observé en post-mortem chez I’Homme (Karege et al., 2005), mais un traitement
antidépresseur retablit des concentrations normales en BDNF (Nestler et al., 2002; Duman
and Monteggia, 2006). L’implication du BDNF dans la régulation des troubles dépressifs a
ainsi été mise en avant et a été appuyée par des études sur le rongeur qui témoignent d’un

effet antidépresseur (Shirayama et al., 2002).

Cependant, de nombreuses études n’ont pas nécessairement retrouvé ce pouvoir

antidépresseur du BDNF mais ont pu mettre en avant des effets depressogenes de ce facteur
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neurotrophique (Krishnan and Nestler, 2008). En effet, le stress chronique, modéle prédictif
de la dépression majeure, entraine une augmentation des concentrations du BDNF dans le
noyau accumbens (Berton et al., 2006), et cette observation va de pair avec les études
démontrant qu’une infusion locale de BDNF dans le noyau acCumbens et I’aire tegmentale
ventrale (VTA) entraine 1’émergence de troubles de type dépressifs (Eisch et al., 2003;
Krishnan et al., 2007). Au contraire, une invalidation sélective du gene du BDNF dans ces
structures cérébrales présente un effet antidépresseur, ce qui témoigne de leur implication

dans la maladie (Berton et al., 2006).

d. Hypothése GABAergique

De plus en plus de travaux démontrent des altérations de la neurotransmission
GABAergique chez les patients souffrant de depression. Des études ont montré des niveaux
de GABA réduits dans le plasma (Petty and Schlesser, 1981; Petty and Sherman, 1984) et le
liquide céphalorachidien (Gerner and Hare, 1981) de patients déprimés. Tandis que des
découvertes initiales étaient controversées, les évaluations plus récentes des déficits
GABAergiques dans le cerveau, utilisant la spectroscopie de résonance magnétique, montrent
des réductions spectaculaires de GABA dans le cortex occipital (Sanacora et al., 1999;
Sanacora et al., 2004), dans le cortex cingulaire antérieur et le cortex préfrontal
dorsomédian/dorsolatéral (Hasler et al., 2007; Bhagwagar et al., 2008) de patients dépressifs.
Ce phénotype neurochimique est en accord avec une perte sélective d'interneurones
GABAergiques observée dans le cortex préfrontal et dans ’amygdale de patients déprimés
(Rajkowska et al., 2007) ce qui renforce I’hypothése d’un déséquilibre de la balance
excitation/inhibition. Par ailleurs, de plus en plus d’études suggérent que 1’activité
GABAergique, dérégulée en cas de stress chronique, pourrait étre a 1’origine de la mise en
place de pathologie dépressive ou anxio-dépressive (Luscher et al., 2011). L’hypothése
GABAergique semble donc étre une piste intéressante dans la compréhension de la

symptomatologie de la dépression liée au stress.

e. Autres hypotheses

Les hypothéses précédentes ne sont pas les seules a tenter d’expliquer la
physiopathologie de la dépression. De nombreuses autres études montrent 1’importance de
facteurs que nous ne détaillerons pas ici mais qu’il ne faut pas négliger. Nous citerons a titre
indicatif les modifications neuroimmunes (Horowitz and Zunszain, 2015), 1’altération de la

neurotransmission glutamatergique (Hasler et al., 2007; Sanacora et al., 2012), la perturbation
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des rythmes circadiens (Lewy et al., 2006; Lewy et al., 2009), les modifications du microbiote
(Mayer et al., 2014), la mise en place de mécanisme inflammatoire (Rosenblat et al., 2014), le
déséquilibre de la balance monoamine/acétylcholine (Goshen et al., 2008) ou encore des
perturbations des fonctions opioides (Torregrossa et al., 2006) et des cytokines (Goshen et al.,
2008).

5. Altérations mnésiques et structurelles de la dépression majeure

Les épisodes de dépression majeure sont souvent associés a des perturbations
cognitives, suggérant des modifications structurelles au sein de structures cérébrales
importantes dans différents processus mnesiques (Naismith et al., 2012). Les troubles de la
mémoire ont rapidement été mis en relation avec les modifications structurelles observées
dans I’HPC chez les patients dépressifs (Hickie et al., 2005; Steffens et al., 2011). Les
neurosciences et la psychologie s’accordent a dire que la mémoire désigne I’ensemble des
processus neurologiques permettant d’acquérir, de stocker et de restituer des informations
(Jaffard, 1994). L’ensemble de la communauté scientifique s’accorde sur le fait que la
mémoire est un ensemble hétérogene, mettant en jeu diverses structures et systemes en

fonction du type d’information et du contexte dans lequel I’information est encodée.

a. Les systemes de mémoire

La mémoire a principalement été divisée en deux grands ensembles, la mémoire a
court terme et la mémoire a long terme. Des modeles de mémoire a court terme, comme le
modele de Baddeley et Hitch pour la mémoire de travail (Baddeley and Hitch, 1974) ont alors
été développés. Ce systéme apparait comme une interface permettant la rétention temporaire
d’un nombre limité d’informations et leurs manipulations en vue de I’exécution de taches
cognitives, ou de leur stockage en mémoire a long terme. Ce modéle de mémoire de travail
s’articule autour de plusieurs composantes en interaction qui permettent 1’intégration
d’informations sensorielles visuo-spatiales (par les aires corticales), le maintien temporaire de
ces informations et 1’orientation attentionnelle. Trois sous-systémes ont été proposés par
Baddeley pour sous-tendre ce fonctionnement :

- Le «centre exécutif », permet de gerer les 2 autres sous-systémes et permet la
sélection de stratégies cognitives. Son fonctionnement semble tributaire des lobes
frontaux.

- La « boucle phonologique » integre les informations verbales et auditives
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- Le « calepin visuo-spatial » intégre les informations spatiales et motrices.

Ces 3 sous-systemes sont intimement liés dans le fonctionnement de la mémoire de travail
et Baddeley a complété ce modele avec un « tampon épisodique » qui permet de faire le lien
entre la mémoire de travail et la mémoire a long terme. Etant grandement dépendant de 1’état
de conscience et d’attention du sujet, le fonctionnement de la mémoire de travail dépendrait
du cortex préfrontal (Baddeley, 2000; Repovs and Baddeley, 2006). Cependant des études
récentes suggerent que I’HPC pourrait également intervenir dans la mémoire de travail.

Concernant la mémoire a long terme, une grande partie des travaux de classification
des systemes de mémoire a pu étre réalisée grace a des études Iésionnelles. Larry Squire
propose une classification dichotomique de la mémoire a long a terme (Squire, 1992) qui est
aujourd’hui le modele le plus utilisé. Il oppose ainsi 2 grands systetmes de mémoire a long

terme (figure 20) :

- La mémoire déclarative, explicite, accessible a la conscience, fait référence a ce que
nous appelons communément « mémoire ». Elle dépend principalement du lobe
temporal médian (plus précisément de I’HPC) et permet le stockage et la récupération
intentionnelle des faits personnels ou non. Elle regroupe d’une part la mémoire
sémantique (celles des faits publics, connaissances au sens large) et d’autre part la
mémoire épisodique. La meémoire épisodique intégre, dans sa définition, le contexte
spatio-temporel des évenements.

- La mémoire non déclarative, implicite, constitue un systeme trés hétérogéne qui
regroupe différents apprentissages inconscients. Le fait qu’ils ne dépendent pas de
I’HPC constitue leur point commun mais ils sont sous-tendus par des processus
cognitifs bien différents. Parmi les memoires implicites, on trouve la mémoire
procédurale qui concerne I’apprentissage d’automatismes et ne requiert pas de
conscience permanente des gestes a accomplir. Cette forme de mémoire est

dépendante du striatum (Squire, 1987)
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Mémoire a long terme

Mémoire déclarative Mémoire non-déclarative
(Explicite) (Implicite)
Episodique Sémantique Prqcédure Amor(;f?lge Conditioqnement Apprentissgge
(aptitudes et et apprentissage classique non-associatif
habitudes) perceptuels
Réponse Muscles

émotionnelle squelettiques

Lobe 'Eemporal Striatum Néocortex Amygdale Cervelet Voie
médian

des reflexes

Figure 20 : Classification dichotomique des systéemes de mémoire a long terme

Cette classification associe chaque type d’opération a une structure cérébrale impliquée dans I’encodage
des informations (d’aprés Squire, 1992, 2004)

b. Mémoire altérée dans la dépression majeure

La dépression est généralement associée a des troubles de la mémoire déclarative,
principalement mis en avant dans des études cliniques chez I’Homme par des exercices de
verbalisation (Stromgren, 1977; llsley et al., 1995; Fossati et al., 2004). Cependant, les
troubles mnésiques ne sont pas retrouvés chez tous les patients souffrant de dépression. Ces
troubles sont généralement présents dans les cas les plus séveres, chez les personnes agees et
chez les patients souffrants de troubles psychotiques (Basso and Bornstein, 1999a). Les
patients dépressifs montrent des difficultés particulieres dans les tdches mnésiques nécessitant
un effort, comme 1’apprentissage d’une liste et son rappel (Basso and Bornstein, 1999b). De
nombreuses études révelent une diminution dans la capacité a acquérir de nouvelles
informations en lien avec 1’existence de pensées négatives/pessimistes qui viennent perturber
les fonctions mneésiques (Cronholm and Ottosson, 1961; Stromgren, 1977).

Les déficits de mémoire déclarative connaissent aujourd’hui un intérét grandissant a

cause de leur association avec des modifications neurophysiologiques et neuroanatomiques
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dans les régions temporales et frontales. Ces régions sont impliquéees dans la physiopathologie
de la dépression (Soares, 2003), et nous detaillerons cette implication dans la partie suivante
(Structures cérébrales altérées dans la dépression majeure). Il a été démontré qu’un lien étroit
existe entre le lobe temporal (plus particulierement ’HPC), la dépression et les troubles de
la mémoire spatiale chez ’Homme et I’animal (Conrad et al., 1996; Kuzis et al., 1997;
Dolan, 2002; Song et al., 2006). Ces altérations de la mémoire HPC-dépendante témoignent
du réle important que joue cette structure dans la physiopathologie de la dépression.

De plus, des études ont démontré des perturbations dans les processus d’inhibition
chez les patients dépressifs qui entrainent des troubles de la mémoire de travail (Chen et al.,
2015). En effet, dans une tache de mémoire de travail, les informations non-pertinentes
doivent étre inhibées au profit des informations pertinentes qui permettent de réaliser
correctement la tache (Joormann and Gotlib, 2010). Les perturbations de mémoire de travail
sont souvent associées a la sévérité de la dépression (Gohier et al., 2009). Les patients
souffrant de dépression sont incapables de maintenir des informations neutres en mémoire de
travail, révélant ainsi de faibles capacités dans la limitation et 1’effacement d’informations
non-pertinentes. Ces auteurs proposent également que les déficits de mémoire de travail sont a
I’origine des troubles attentionnels retrouvés chez les patients dépressifs.

Les atteintes de la mémoire déclarative et de la mémoire de travail ne sont que deux
exemples parmi une liste plus importante de troubles mnésiques qu’il est possible de
rencontrer dans la littérature. Nous ne détaillerons pas les autres formes de mémoire mais il
est important de garder a 1’esprit que les multiples altérations, structurelles et fonctionnelles,
font de cette pathologie le support de nombreuses perturbations mnesiques, cognitives et

comportementales.

c. Structures cérebrales altérées dans la dépression majeure

Comme décrit précédemment, les troubles dépressifs engendrent de nombreuses
modifications dans différentes structures cérébrales. Ces altérations touchent plusieurs types
cellulaires (neurones, interneurones, oligodendrocytes et astrocytes) (Aston et al., 2005), des
voix de signalisation (glutamate, GABA, BDNF, Facteur de croissance des
fibroblastes)(Sequeira et al., 2009; Tripp et al., 2012), des neurotransmetteurs (sérotonine,
noradrénaline, SST)(Nemeroff, 2002; Lin and Sibille, 2013) ainsi que des fonctions
biologiques (plasticité) (Evans et al., 2004; Sequeira et al., 2009; Guilloux et al., 2012).
Compte tenu de la grande symptomatologie de la dépression, les structures cérébrales altérées

par des épisodes dépressifs sont relativement nombreuses (Sheline, 2003). Avec les progrés
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réalisés en neuroimagerie, les modifications cérébrales chez des patients souffrant de

dépression ont pu étre caractérisées.

Cortex Préfrontal

VLPFC

t-VALUE

Figure 21 : Modification de D’activité physiologique en cas de troubles dépressifs dans le cortex
préfrontal chez I’ Homme

Diminution d’activité dans la partie subgénuale (a gauche) et augmentation de 1’activité dans la partie
ventrale ou prégénuale (& droite) (modifié a partir de Drevets et al., 2008)

Des modifications des réseaux cérébraux ont pu étre étudiées, en particulier dans le
circuit reliant le cortex préfrontal au systéeme limbique. Les cortex préfrontal et orbitofrontal
sont en effet plus particulierement altérés dans la maladie, entrainant une perturbation des
systéemes impliqués dans les associations sensorielles (Saleem et al., 2008). En plus de
I’implication de ces systémes dans l’intégration sensorielle, ils codent également les
caractéristiques affectives de stimuli comme 1’aversion, la récompense et les attributions de
valeurs relatives. Le cortex préfrontal jouant également un réle important dans les fonctions
mnésiques, ces modifications structurelles expliquent en partie les troubles rencontrés en cas
de dépression majeure (Barch et al., 2003). Des modifications volumétriques dans le cortex
préfrontal de patients dépressifs ont également été rapportées des les stades précoces de la
maladie (Drevets and Price, 2005) et sont corroborées avec des réductions de densités
neuronale et gliale dans la partie dorsolatérale du cortex préfrontal (Rajkowska et al., 2001).
Les variations de volume ne sont pas équivalentes sur I’ensemble du cortex préfrontal. En
effet, il convient de distinguer la partie subgénuale du cortex cingulaire antérieur (figure 21),
qui voit son volume ainsi que son métabolisme et son afflux sanguin diminuer (Hirayasu et

al., 1999; Kegeles et al., 2003) tandis que la partie prégénuale est moins impactée par des
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modifications de volume, méme si certains auteurs rapportent une augmentation d’activité

dans cette région en cas d’épisode dépressif (Mayberg et al., 1999).

Hippocampe
\j\‘g\f ( (1) Dendritic retraction
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T // l{tf ‘ii\\\\.\\ , 7 - H
. (3 Apoptosis émergence de troubles dépressifs (Sheline,
— \\ / 2000), fait de cette structure un candidat
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Figure 22: Modifications cellulaires engendrées

par le stress et la dépression au niveau de | inhibitrices de I’HPC sur I’hypothalamus
I’hippocampe
étant ainsi diminuées, 1’axe HPA voit son
Modifications hippocampiques liées & des troubles

dépressifs : rétractation dendritique (1), rétrécissement inhibition  diminuée,  entrainant  une
cellulaire (2), apoptose (3), diminution du nombre de hypercortisolémie diminuant le volume
cellules gliales (4), diminution du fluide
extracellulaire (5), diminution de gliogénese (6) et | hippocampique (MacQueen and Frodl,
diminution de la neurogénése (7).(D’aprés Czeh and 2011).

Les neurogénese et gliogénese
Lucassen, 2007)

hippocampiques sont également impactées

en cas de stress chronique ou de syndrome de type dépressif (Banasr and Duman, 2007).
Toutes ces modifications structurales au sein méme de I’HPC expliquent sa perte de volume,
estimée entre 8 et 10% (Drevets et al., 2008) et sont la cause de nombreuses perturbations
comme le niveau d’anxiété (Rusch et al., 2001) ou les troubles de mémoire déclarative (Burt
et al., 1995) associés a la dépression. Des études ont egalement démontré que des patients en
phase de rémission n’avaient plus de diminution du volume hippocampique (Shah et al.,
1998). Certaines de ces modifications observées chez des patients ont également été
retrouvées sur des modeles animaux (Lee et al., 2009; Yun et al., 2010) méme si la
neuroimagerie du petit animal reste encore a ses balbutiements. De plus, I’HPC est un
régulateur important des fonctions corticales préfrontales (Jay et al.,, 1995). Un
dysfonctionnement hippocampique dans les troubles dépressifs serait donc une des causes des

troubles attentionnels et mnésiques observes chez certains patients.
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Amygdale

Des modifications variables ont été
AMYGDALA . )
rapportées concernant 1’amygdale (figure 23).
Des études ont identifié aussi bien une
augmentation du volume de I’amygdale droite
(Bremner et al.,, 2000), une augmentation

bilatérale (Frodl et al., 2002), ou bien une
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réduction de volume (Sheline et al., 1998).
I T D’autres études ont démontré une corrélation
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t-VALUE positive importante entre 1’afflux sanguin, le

Figure 23 : Variation d’activité en cas de | itabolisme et la  sévérité de I’épisode
troubles dépressifs dans I'amygdale

, o dépressif (Abercrombie et al., 1998). L’activité
Augmentation d’activité dans [’amygdale chez
des patients souffrant de troubles dépressifs. | anormale de I’amygdale semble liée a la fois a
(Modifié depuis Drevets et al., 2008)

la sévérité de I’épisode dépressif et a la

susceptibilité de récurrence de la maladie (Drevets, 2000). De plus, I’amygdale joue un role
activateur de I’axe HPA contrairement a I’HPC. Ainsi, une augmentation de 1’activité de
I’amygdale, associée a une diminution de rétrocontrole négatif de I’HPC chez des patients

dépressifs, est cohérente avec la neurobiologie de la dépression.

Toutes les études sur les modifications fonctionnelles et structurales ne rapportent pas
les mémes résultats mais ce phénomeéne peut en partie s’expliquer par la trés grande diversité
clinique des troubles dépressifs et des différences interindividuelles. De nombreuses autres
modifications que nous ne détaillerons pas ici ont été rapportées depuis les avancees en

neuroimagerie (Tableau 2).

Tableau 2 : Modifications volumétriques constatées par neuro-imagerie chez des patients dépressifs (D’aprés Drevets
et al., 2008)

| Régions Cérébrales Volume Nombre de cellules |
Cortex Préfrontal l l
Cortex Cingulaire Antérieur Subgénual ! !
Cortex Cingulaire Antérieur Pregénual ! !
Région Parahippocampique ! !
Hippocampe ! !
Amygdale 11 !
Striatum ! !
Thalamus Médian ! !
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6. Modeles animaux de la dépression

L’¢étude des troubles dépressifs chez I’Homme souffre d’une limite importante liée a
I’éthique. L’étude approfondie de la dépression doit donc se faire par le biais de modeles
animaux mimant au mieux les troubles de la dépression. Les modéles animaux de la
dépression sont évalués en fonction de leur validité étiologique. Pour étre considéré comme
un comportement de type dépressif, ce comportement doit étre déclenché par les mémes
composantes étiologiques que la dépression humaine. Ceci reste un défi difficile car méme
aujourd’hui, 1’étiologie de la dépression chez ’homme n’est pas clairement établie, ce qui
rend I’étude de la dépression sur 1’animal controversée. Paul Willner définit la validité¢ d’un

modeéle animal de la dépression (Willner, 1984, 1995) selon 3 critéres :

- La validité de construction : I’étiologie de la maladie doit étre semblable entre
I’Homme et I’animal

- La validité descriptive : les symptomes observés chez ’'Homme et 1’animal et les
modalités de traitement doivent étre comparables

- La validité prédictive : les effets d’un antidépresseur connu observes chez

I’Homme doivent étre retrouvés chez I’animal sans modification ou atténuation.

Malheureusement, aucun des mod¢les animaux mis au point jusqu’a présent ne remplit
complétement ces critéres. Certains de ces modeles reflétent une partie de la symptomatologie
de la dépression et ont permis la mise au point de tests simples dans le but de développer de
nouveaux composes antidépresseurs. Les modeles animaux disponibles aujourd’hui sont trés
nombreux et concernent plusieurs souches de rongeurs. Ainsi, plusieurs modeles mimant
certains symptdmes et altérations de la maladie ont été mis au point, dont certains sont

présentés ci-dessous.

a. Induction Génétique

Le génie génétique a rendu possible I’exploration fonctionnelle des conséquences
d’une mise sous silence, ou au contraire d’une surexpression de certains génes impliqués dans
la physiopathologie de la dépression. De nombreuses nouvelles lignées mutantes,
principalement chez la souris, continuent d’étre créées grace au développement des
techniques de séquengage et I’avancée des connaissances sur 1I’implication des génes dans la
maladie. Les mutations les plus employées conférent un gain (Knock-In - KI) ou une perte

(Knock-Out - KO) de fonction a un ou plusieurs genes donnés. Les gains de fonction sont
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généralement construits par la réplication de la section codante du gene, en plusieurs réplicas,
ce qui augmente le nombre de transcrits. Les pertes de fonctions sont quant-a-eux construit
par D’insertion d’un transgéne qui donne une conformation erronée a la protéine finale, la

rendant inefficace.

Ainsi, des mutants ayant une invalidation des transporteurs de sérotonine (SERT KO),
de transporteur de noradrénaline (NET KO) ou encore de transporteur de dopamine (DAT
KO) ont été générés (Perona et al., 2008). Ces inactivations ont permis de mieux comprendre
le role joué par chaque neurotransmetteur dans la pathologie et d’apporter une piste
thérapeutique (Perona et al., 2008; Haenisch et al., 2009). Des mutations invalidant des
récepteurs sérotoninergiques sont aussi couramment utilisées comme modeéles de dépression.
La diminution de densité du récepteur 5-HT;a dans les structures limbiques de patients
dépressifs a mené les généticiens a développer des mutants afin de mieux comprendre
I’implication de ce récepteur dans les troubles anxio-dépréssifs (Toth, 2003). Des
constructions génétiques plus complexes, invalidant 2 génes a la fois ont également été
développées afin de permettre une vision globale de I’intervention d’une classe entiere de
récepteur dans la pathologie, comme par exemple I’invalidation des récepteurs 5-HTia /5-

HT1g (Guilloux et al., 2011).

Depuis quelques années, le développement rapide de technologies de pointe a permis
de mettre en place des outils d’activation ou d’invalidation conditionnelle par ’insertion de
séquence CRE recombinase dans le génome d’animaux transgénique (Branda and Dymecki,
2004). Ainsi, I’optogénétique, qui permet le contréle spatial et temporel de 1’expression d’un
géne en le rendant sensible & une certaine longueur d’onde lumineuse, a permis de mieux
comprendre les mécanismes mis en jeu dans les troubles dépressifs (Steinberg et al., 2015) en
ciblant par exemple la contribution des neurones dopaminergiques (Chaudhury et al., 2013)
ou encore les circuits préfrontaux (Vialou et al., 2014).

b. Induction Expérimentale/Environnementale

Modeles chirurgicaux et pharmacologiques
Des modeles chirurgicaux tentant de mimer au mieux la symptomatologie de la

dépression existent mais nous ne citerons qu’a titre indicatif la bulbectomie olfactive
bilatérale (Hendriksen et al., 2015). Cette Iésion entraine des modifications comportementales
accompagnées de modifications neuroimmunes, endocrines et d’altération des systémes de

neurotransmission. 1l existe également des modéles pharmacologiques, comme par exemple
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les administrations chroniques a base de corticostérone (Darcet et al., 2014), ou encore des
administrations de réserpine (O'Neil and Moore, 2003). Pour la suite de ce manuscrit, nous
nous intéresserons particulierement aux inductions de troubles dépressifs par des modéles

basés sur I’hypothése du déréglement de 1’axe HPA.

Les modeles de dépression induite par 1’exposition au stress sont assez répandus dans
la communauté scientifique (Gold, 2015). Ces modeles sont basés sur différents types de
stress qui peuvent se rapprocher de divers aspects de la pathologie (figure 24). De plus, les
difféerents modeles de dépression induite par le stress semblent avoir une bonne validité

étiologique, ainsi qu’une bonne validité de construction et descriptive.

Reésignation Acquise
La résignation et le sentiment

v 1
Forced swim les: Learned helplessness

d’impuissance sont des symptomes
importants dans la dépression majeure
et ont fait I’objet de nombreuses études
préclinigues. Chez I’'Homme, Ila
il résignation désigne une inhibition
comportementale dans le contréle de
stimuli aversifs (Pryce et al., 2011). La
résignation acquise fut le support du

premier modele animal mimant les

Figure 24 : Modeles animaux de la dépression chez le

rongeur troubles de  patients  dépressifs

(Seligman et al.,, 1968). Seligman

Modéle d’induction et de détection de troubles de type

depressif - chez le rongeur par différents tests | 1°&labora dans un premier temps chez le
comportementaux (Krishnan and Nestler, 2008).

chien et observa qu’un animal ayant

recu une série de chocs électriques auxquels il ne peut échapper, ne cherchera que peu a éviter
une autre série de chocs méme si la possibilité de les éviter lui est permise. Ce modele valide
les 3 critéres de Willner et de nombreux concepts de la physiopathologie de la dépression ont

été validés par son biais (Vollmayr and Gass, 2013).

Stress social
Dans un premier temps, 1’environnement social peut étre considéré comme un facteur

de stress. En effet, chez I’ Homme, la perte de rang social, de statut social et/ou de contrdle
sont des exemples courants des « événements de la vie» qui apportent un risque de

dépression (Brown, 1993). A partir de cette observation, les modéles animaux basés sur les
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perturbations sociales ont pu voir le jour. Le paradigme du « resident-intruder » (i.e.
résident/intrus), spéecifique aux rongeurs, est le modéle le plus populaire concernant les
inductions de troubles dépressifs par un stress social. En général, un individu male (intrus) est
introduit dans la cage d’un autre individu méale (résident). Les animaux entrent généralement
en conflit, et si cette situation est maintenue pendant plusieurs jours, on entre dans un
phénomene de stress chronique qui engendre des troubles dépressifs (Hollis and Kabbaj,
2014). Ce paradigme engendre des troubles de 1’hédonie, des troubles motivationnels (Rygula
et al., 2005), un retrait social, une anxiété accrue (Koolhaas et al., 1997; Crawford et al.,
2013), des troubles du sommeil et de I’alimentation, le tout associé a des modifications
physiologiques, comme une diminution du volume et de la neurogénese hippocampique (Van
Bokhoven et al., 2011).

Stress Périnatal
Les modeles d’induction de troubles dépressifs par 1’exposition au stress en début de

développement (prénatal ou postnatal) sont basés sur des observations montrant une
sensibilité de ces périodes sur le développement futur de pathologies de type dépressives
(Lucassen et al., 2013; Suri and Vaidya, 2015). La survenue d’événements négatifs dans ces
périodes développementales, comme la perte d’un ou des parents, les abus, la négligence
physique et affective entraine une vulnérabilité dans 1’émergence de troubles a 1’age adulte
(Heim and Binder, 2012). La séparation maternelle est un des modéles de stress précoce les
plus utilisés (Czeh et al., 2015a) et peut engendrer des troubles comportementaux associés a
des modifications de réseaux neuronaux (Ishikawa et al., 2015), des troubles mnésiques
(Sousa et al., 2014), physiologiques (augmentation des taux de corticostérone (Sousa et al.,
2014) ; altération de la transcription des GR et MR (van der Doelen et al., 2014)), des troubles
de la neurogénése hippocampique (Koehl et al., 2012) et des modifications épigénétiques (Wu
et al., 2014; Babenko et al., 2015) a court, moyen ou long terme. Un autre modele de stress
post-natal employé consiste a limiter la nidification de la femelle, ce qui résulte en des
interactions mere-petits anormales et fragmentés (Naninck et al., 2015) engendrant des

perturbations de la neurogénése hippocampique associés a des fonctions cognitives altérées.

Enfin, de nombreuses études s’intéressent aujourd’hui au stress prénatal et démontrent
que ce dernier induit aussi des dérégulations de I’axe HPA, mimant ainsi des modeles de
dépression (Louvart et al., 2009). Ce modéle montre une anxiété accrue (Laloux et al., 2012),

une activité neuronale plus importante dans I’HPC et le locus cceruleus, une réponse plus
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importante et plus durable dans le temps a un stress modéré (Viltart et al., 2006), des

perturbations mnésiques et modifications épigénétiques (Benoit et al., 2015).

Stress Chronique Léger Imprédictible
Le stress chronique Iéger imprédictible (SCLI) est un des modeles les plus robustes et

réalistes mimant les symptémes de la dépression (Willner, 2005). Le paradigme du SCLI
consiste en ’exposition de I’animal a une série d’éléments stresseurs imprédictibles sur une
période allant de plusieurs semaines a plusieurs mois. Le modele originel mis au point par
Katz et Hersh en 1981 comportait 1’application de stress d’une intensité relativement
importante comme des chocs électriques, des Secousses ou encore des bains d’eau froide
(Katz and Hersh, 1981). Willner modifiera ce protocole en utilisant des stresseurs d’une
intensité plus faible mais sur une durée plus importante, afin de se rapprocher de 1’étiologie de
la dépression chez ’Homme (Willner et al., 1992b). L’avantage de ce paradigme est qu’il
engendre des modifications comportementales, neurochimiques, neuroimmunes et
neuroendocrines qui se rapprochent de celles observées dans la dépression chez I’Homme
(Wiborg, 2013). Ainsi, la littérature nous rapporte des modifications de la neurogénése (Tanti
and Belzung, 2013), des aversions sociales (Barik et al., 2013) ou une neuroinflammation
(Farooq et al., 2012). D’autres études montrent ¢galement la mise en place d’une anhédonie
(Forbes et al., 1996; Strekalova and Steinbusch, 2010), des troubles de la mémoire (Conrad,
2010; Lee and Goto, 2015) ou encore des diminutions de noradrénaline et de sérotonine dans

les structures du systéme limbique (Vancassel et al., 2008).

Les études ont également montré que la quasi-totalité de ces troubles était atténuée,
voire abolie, par un traitement chronique aux antidépresseurs (Gumuslu et al., 2013). Ces
observations sont d’une grande importance puisqu’elles témoignent d’une grande similarité
entre les troubles présents dans ce modele animal avec les troubles cliniques les plus
couramment rencontreés chez des patients dépressifs. Le SCLI et les paradigmes de stress
chronique en général, sont donc les modéles animaux se rapprochant le plus de 1’étiologic de

la dépression humaine.

Comme nous 1’avons brievement décrit précédemment, la SST est une neurohormone
impliquée dans les régulations de 1’axe HPA et son fonctionnement est altéré en cas de
dépression majeure. Le lien existant entre le stress, I’émergence de troubles dépressifs et la
SST nous a particulierement intéressés et nous allons développer davantage les fonctionnalités

de cette neurohormone dans la partie suivante.
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LLa Somatostatine

La somatostatine (SST) est un polypeptide découvert par Roger Guillemin en 1972 en
tentant de purifier I’hormone de libération de I’hormone de croissance (Brazeau et al., 1973) a
partir d’hypothalamus de mouton. Le premier role alors attribué a ce peptide fut une inhibition
de I’hormone de croissance, ce qui explique son nom de somatostatine du grec soma « le

corps » et statikos « statique ».

1. Le Systeme Somatostatinergique
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Figure 25 : Structure de la somatostatine

Le radical R peut étre remplacé par un atome d’hydrogéne (1) pour former la SST14
ou par un radical plus complexe (2) pour former la SST28 (D’aprés Weckbecker et
al., 2003).

a. Lescing peptides

La SST désigne trés genéralement un peptide de 14 acides aminés (figure 25;
(Weckbecker et al., 2003)), comme décrit par Brazeau (Brazeau et al., 1973). Cependant,
quelques anneées plus tard, un peptide plus grand en N-terminal, de 28 acides aminés a été
découvert dans I’intestin (Pradayrol et al., 1980). Les SST 14 et 28 proviennent toutes deux de
la méme pro-hormone, la pré-pro-SST (Benoit et al., 1990). Le géne de la pré-pro-SST donne
un peptide de 116 acides aminés qui subit plusieurs clivages successifs (Tuboly and Vecsei,
2013) pour aboutir a la pro-SST ainsi que la SST-14 et la SST-28 (figure 26). Ces deux

derniers peptides possedent la méme capacité a se fixer aux récepteurs a la SST.
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Cortistatin gene Somatostatin gene
prepro-cortistatin prepro-somatostatin
cortistatin-14 <— cortistatin-29 neuronostatin somatostatin-14 «—— somatostatin-28
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cortistatin-17(h)

Asp-Arg-Met-Pro-Cys-Arg-Asn-Phe-Phe Tp

Lys-Cys-Ser-Ser-Phe-Thr LYS

Figure 26 : Représentation schématique des 5 peptides somatostatinergiques, du gene a la
protéine

La transcription du géne de la SST permet la synthése de prépo-SST qui, par clivages successifs,
aboutit & la NST, a la SST14 ou & la SST28. La CST 14 et la CST 29 sont obtenues par le méme
procédé a partir du gene de la CST. (D’aprés Martel et al., 2012)

De plus, 2 peptides proches de la SST ont également été découverts : la cortistatine
(CST) et la neuronostatine (NST). La CST, comme la SST, provient d’un précurseur, la pré-
pro-CST qui est clivée en CST-14 (chez le rongeur ; CST-17 chez I’homme) et en CST-29 (de
Lecea et al., 1996). La CST, préférentiellement distribuée dans le cortex cérébral et dans
I’HPC, joue un role dans la régulation du sommeil, les rythmes veille/sommeil, la mémoire et
semble avoir une propriété anticonvulsante (de Lecea, 2008). Plus récemment, la NST a été
identifiée comme un clivage différentiel a partir de la pré-pro-SST. Principalement trouvée
dans le pancreéas et le cerveau, et co-exprimée avec la SST (Dun et al., 2010), elle joue un role
dans des fonctions métaboliques, cardiovasculaires et neuronales que nous ne détaillerons pas

dans ce manuscrit.

b. Distribution

La SST (14 ou 28) est produite en grande quantité dans les cellules du systéme
nerveux central (Johansson et al., 1984) et du systeme nerveux périphérique. On les retrouve
également dans des cellules endocrines du pancréas (Arimura et al., 1975), de I’intestin
(Hokfelt et al., 1975), de la glande thyroidienne (Aguila et al., 1991a), des reins, de la
prostate, du placenta, de la paroi des vaisseaux et des cellules immunitaires (Patel and
Reichlin, 1978). La distribution des deux peptides sur toutes ces régions n’est cependant pas

¢égale puisqu’on retrouve principalement de la SST-14 dans le systeme nerveux (Epelbaum,
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1986) tandis que la SST-28 est prédominante partout ailleurs. Nous nous intéresserons
particulierement a cette distribution dans le systeme nerveux central pour la suite de ce

manuscrit.

® e 0% 0"

e %90 %o
.

« somatostatin
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Figure 27 : Représentation schématique de la distribution de la SST et de la CST dans
le cerveau de souris

Les répartitions de la SST (en rouge) et celles de la CST (en bleu) sont identifiées dans
différentes structures cérébrales, chez le rongeur: AcbT, noyau accumbens ; Amy,
amygdale ; CPut, caudate putamen ; Cx, cortex ; Hi, hippocampe ; Hpt, hypothalamus ;
ME, éminence médiane ; MOB, bulbe olfactif ; OT, tubercule olfactif ; PVN, noyau
paraventriculaire ; S, septum; Th, thalamus ; VMH, hypothalamus ventro-médian. (D’apreés
Martel et al., 2012)

La SST (i.e. SST-14) est exprimée de facon ubiquitaire dans le cerveau des
mammiferes (figure 27). Elle est cependant retrouvée a de tres haut niveau de réactivité dans
certaines structures cérébrales comme I’hypothalamus, 1’amygdale, le striatum, I’HPC, le
cortex et les aires sensorielles. On la retrouve co-exprimee dans des neurones a acide gamma-
aminobutyrique (GABA ; figure 28), un neurotransmetteur inhibiteur (Gonchar et al., 2007).
Cette coexistence de la SST au sein de neurones exprimant un autre neurotransmetteur,
associée a ses capacités de modulation au niveau de la transmission synaptique en font un
agent de neuromodulation important (Viollet et al., 2008; Lepousez et al., 2010b; Lepousez et
al., 2010a).
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&

SOM+GABA

Figure 28 : Double immuno-marquage de cortex visuel de
souris adulte montrant la colocalisation des
neurotransmetteurs GABA et SST.

Neurones GABA en rouge (a gauche) ; Neurones a SST en vert
(au milieu) ; colocalisation GABA-SST (a droite) (d’aprés

Des études
immunohistochimiques ont permis
de mettre en évidence 2 sous-
populations de neurones a SST:
les neurones agissant localement
microcircuits

sur des

(interneurones) et les neurones

ayant des projections longues sur

Gonchar et al., 2007).

des structures distantes (Epelbaum

etal., 1994).

c. Les interneurones a Somatostatine : microcircuit

Les interneurones GABAergiques sont classés en fonction de leur morphologie, de

leur capacité électrophysiologique et du neuropeptide co-exprimé (SST, neuropeptide Y,

cholecystokinine, vasoactive intestinal peptide) ou calciprotéine (calrétinine (CR), calbindine,

parvalbumine) (Markram et al., 2004).

Figure 29 : Distribution des interneurones
a SST dans le cortex et ’hippocampe de
souris adulte SST-Ires-Cre :: RCE-loxP.

Les organisations laminaires de
’hippocampe (stratum oriens, pyramidale,
radiatum et lacunosum moleculare) et du
cortex (couche | a VI) sont indiquées
(d’apnres Taniauchi et al.. 2011).

Les principales co-expressions de SST
avec une calciprotéine dans les interneurones
GABAergiques peuvent varier en fonction de
SST-CR
préférentielle chez la souris (Kosaka and Kosaka,
2007) a hauteur de 30-50% dans le cortex et
I’HPC (Rudy et al.,, 2011). On retrouve des
GABA-SST dans I’HPC, e

néocortex, I’amygdale, le striatum, le cortex

I’espéce, avec une  association

interneurones

frontal, la rétine et les bulbes olfactifs ou ces
interneurones innervent des cellules pyramidales
SST
majoritaire, les cellules de Martinotti, possédent

excitatrices. La classe d’interneurones
une arborisation axonale ascendante qui cible les
dendrites distales des neurones pyramidaux
excitateurs (Kawaguchi and Kondo, 2002; Viollet
2008).

et al, Les corps cellulaires de ces
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interneurones corticaux et hippocampiques se situent dans les couches Il et VI (pour le cortex)
et dans le stratum oriens (pour I’HPC) (figure 29 ; (Taniguchi et al., 2011)). lls innervent alors
les terminaisons dendritiques localisées dans la couche | du cortex cérébral et dans le stratum

lacunosum/moleculare de I’HPC (figure 30).

NEOCORTEX HIPPOCAMPE
PRECELLED o oL P4 TEEEEEEE ': Stratum
Couche | v ’A = Lacunosum/moleculare
Couche :
navi &
Stratum
: Radiatum

— Terminaison Dendritique H O Y = oo i 1]

m— Terminaison Axonale E Stratum

)@ Cellule Pyramidale . : Pyramidale
: TS

Cellule en Panier E @ S SEratin
: Oriens
)@ Cellule de Martinotti . .

Figure 30: Schéma d’innervation des interneurones a SST sur les cellules pyramidales de
I’hippocampe et du néocortes (B)

Les cellules de Martinotti (en rose) et les cellules en panier (en vert) innervent les cellules pyramidales
(en bleue) a différents niveaux. (Adapté de Taniguchi et al., 2011 et Viollet et al., 2008).

La seconde classe d’interneurones GABA-SST majoritairement présente, appelés les
cellules en panier, se retrouvent également dans le néocortex et I’HPC. Les corps cellulaires
se situent dans les couches IV-VI (cortex) et dans le stratum oriens (HPC). Les axones de ces
cellules en panier innervent les cellules pyramidales dans les mémes couches cellulaires que
leur propre corps cellulaire, ou dans une zone proche (couche I11-1V ou stratum radiatum pour
le cortex et ’HPC, respectivement) (Viollet et al., 2008). Cette localisation, trés rapprochée
d’un neurone excitateur, permet aux interneurones GABA-SST d’exercer des régulations
localisées et intégratives des neurones qui leurs sont proches et ainsi de moduler I’influx

neuronal.
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d. Les neurones a Somatostatine : projections longues

Comme mentionné plus haut, en plus des microcircuits SSTergiques présents dans le
systeme nerveux central, il existe également des neurones SSTergiques possédant des
projections longues (Melzer et al., 2012). De la méme fagon que les cellules pyramidales
glutamatergiques, les projections longues des neurones a SST assurent une connexion
inhibitrice sur de nombreuses régions cérébrales comme le néocortex, 1’éminence médiane,
I’habenula, le striatum, 1’aire préoptique médiane ou I’HPC (Viollet et al., 2008). L’origine de
ces projections, ainsi que les cibles, sont variées. Elles peuvent provenir de, ou viser, PHPC
(Gulyas et al., 2003; Jinno et al., 2007), le cortex (Tomioka et al., 2005; Gonchar et al., 2007),
ou encore ’amygdale (Sosulina et al., 2006; McDonald et al., 2012).

Parmi ces nombreuses projections existantes, il est intéressant de noter celles reliant
I’hypothalamus, depuis le PVN, a I’éminence médiane, lien entre I’hypothalamus et
I’hypophyse, structures clés de I’axe HPA. Des projections longues depuis le PVN innervent
également I’HPC, laissant supposer une implication de ces neurones GABA-SST a projection
longue dans la régulation de 1’axe HPA. Une autre structure importante dans notre cas est
I’amygdale, dont 30% des neurones a projection longue sont SSTergiques et innervent de
nombreuses régions comme le néocortex, le BNST ou encore les noyaux amygdaliens
(McDonald et al., 2012).

Pour finir, les projections en provenance du raphé, centre sérotoninergique, (Beitz et
al., 1983; Araneda et al., 1999) et du locus cceruleus, centre noradrénergique, contiennent
toutes deux de la SST. Cette information prend toute son importance aux regards de
I’implication de ces monoamines & la fois dans la réponse au stress et dans 1I’émergence de
troubles liés a un syndrome dépressif. Trés récemment, Adori et al. (Adori et al., 2015) ont
démontré I’importance des récepteurs a la SST (plus précisément les récepteurs de type 2)
dans le maintien des projections noradrénergiques du locus cceruleus. Ces données nous
laissent entrevoir 1I’importance potentielle du réseau SSTergique dans 1I’émergence de troubles

neuronaux, physiologiques et comportementaux en lien avec le stress et la dépression.
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2. Les récepteurs

a. ldentification et localisation cérébrales

La SST se fixe a 5 récepteurs appartenant a la famille des récepteurs couplés a une
protéine G. L’existence de ces récepteurs a été mise en avant dans les années 80 par des
techniques d’autoradiographies qui ont permis d’identifier deux familles de récepteurs en
fonction de leur affinité pour 1’octréotide, un agoniste SSTergique peptidique de synthése
(Reubi and Maurer, 1985). Les familles SRIF-1, a haute affinité pour 1’octréotide et SRIF-2, a
basse affinité, étaient ainsi découvertes. C’est seulement au début des années 90 que les
techniques de biologie moléculaire et de clonage ont permis d’identifier les différents sous-
types de récepteurs connus a ce jour et de distinguer leur distribution au sein du systéeme
nerveux central. Les récepteurs a la SST ont alors été classés en 5 sous-types : sst1-sst5 (avec
un variant sst2 A et B). Ils sont tous issus de geénes différents, mise a part les variants
d’épissage sst2 A et B (Vanetti et al., 1993; Baumeister and Meyerhof, 2000; Kraus et al.,
2000). Ces 5 sous-types de récepteurs sont eux méme différenciés en 2 sous-familles en
fonction de leur structure et de leurs capacités pharmacologiques. En effet on distingue les
sst2, sst3 et sstb faisant partie de la famille SRIF-1 et les sstl et sst4 dans la famille SRIF-2
(Siehler et al., 2008).

- .-.-l-_l.‘lfd‘-'-';':l'é'-"-""T'-'-'-'-'-'.'-'.'-'-"-H'-_...
o e

sst1
sst2
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sstd
sst5
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Figure 31 : Représentation schématique de la répartition des récepteurs a la SST

Les 5 sous-types de récepteurs se répartissent de maniére différente sur I’ensemble du cerveau
chez le rongeur. L hippocampe posseéde des récepteurs sst2-sst3 et sst4, répartis sur différentes
couches cellulaires ; (D’aprés Martel et al., 2012).
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De par la tres large distribution des neurones a la SST, il semblait évident de
rencontrer une répartition de ses récepteurs sur une grande quantité de structures cérébrales.
Des techniques d’autoradiographie ont révéle une densité élevée des sites de liaison de la SST
au niveau des couches profondes (V et VI) des cortex cérébraux, au niveau de ’HPC (CAL et
DG), de I’amygdale, des tubercules olfactifs, du septum latéral et de 1’habénula. Des
marquages de densité plus modérée ont egalement été révélés dans le CA3 hippocampique,
I’hypothalamus et le striatum (Katayama et al., 1990; Hoyer et al., 1994). La répartition de
chaque récepteur n’est pas €gale dans toutes les structures. Par exemple le sst2 se retrouve
majoritairement sur de nombreuses structures comme I’HPC et ’amygdale (Videau et

al., 2003) tandis que le sst5 semble plus cantonné dans 1’hypophyse (figure 31).

L’HPC est ainsi une structure dans laquelle la SST semble avoir une grande
importance aux vues de son expression et de la quantité de récepteurs qui y sont présents. De
fagon intéressante, leur distribution n’est cependant pas homogéne au sein méme de cette
structure (Gastambide et al., 2010). Ainsi, le récepteur sst2 est trés présent dans la couche
moléculaire du GD de I’HPC dorsal mais absent du CALl (figure 32). Au contraire, le
récepteur sst4 est quant a lui présent dans le stratum radiatum du CA1 de I’HPC dorsal mais

est peu présent dans le GD.

sst2A sst4

CA1-CA3

Figure 32: Localisation des récepteurs sst2 (a gauche) et sst4 (a droite) par marquage
immunofluorescent dans ’hippocampe de souris

Les récepteurs marqués apparaissent en rouge sur chaque figure, tandis que les corps cellulaires des
neurones pyramidaux apparaissent en bleu (d’aprés Gastambide et al., 2010).
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b. Mode d’action des récepteurs a la SST

L’ensemble des récepteurs a la SST fonctionne par le couplage a une protéine G. Le
récepteur possede 7 domaines transmembranaires, en contact avec une partie extracellulaire
qui recoit le ligand (la SST) et une partie intracellulaire, en contact avec la protéine G qui
permet la transduction du signal.
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Figure 33 : Cascade de signalisation engendrée par la fixation de SST sur son récepteur

Dans la plupart des cellules, la SST inhibe I’action la sécrétion d’hormone, modifie les conductances
calciques et potassiques et intervient sur la régulation de diverses cascades de signalisation. La SST joue
également un réle dans le contrdle de la croissance cellulaire et de I’apoptose. Dans de trés rare cas, elle
permet également une activation de la prolifération cellulaire. (Weckbecker et al., 2003)

La signalisation des récepteurs est complexe et met en place des stimulations auto-,
para- ou endo-crine (Patel, 1999). La liste des protéines intervenant dans la signalisation
SSTergique est grande et certainement incomplete. L’activation du récepteur, par la fixation
du ligand, va induire un changement de sa conformation qui conduit a la libération des sous-
unités G, et Gg,. Ces sous-unités vont alors permettre 1’activation ou I’inhibition de
différentes cascades de signalisation via un large champ de protéines effectrices (adénylate
cyclase, mitogen-activated protein kinase: MAP-kinase). La transduction du signal
SSTergique entraine une baisse d’activité de 1’adénylate cyclase, ce qui témoigne d’une
diminution d’AMPc disponible dans la cellule (Bruns et al., 1996) entrainant par la suite des

perturbations transcriptionnelles dans des voies de signalisation (Tentler et al., 1997). La
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transduction du signal SSTergique entraine également des modifications intracellulaires
calciques et potassiques (figure 33) qui aménent a une hyperpolarisation de la membrane
(Patel, 1999).

Dans leur ensemble, les récepteurs SSTergiques présentent de nombreux modes de
fonctionnement possible, pouvant aller de I’induction de prolifération cellulaire a I’inhibition
de cette prolifération (Mascardo et al., 1984) voire I’induction d’apoptose (Srikant, 1995).
L’ensemble des données de la littérature conforte 1’idée que la neurotransmission SSTergique
reste complexe. La grande répartition de ce systeme au sein de structures cérébrales
impliquées dans diverses fonctions laisse supposer I’implication de la SST dans la régulation

de fonctions cognitives et émotionnelles variées.

3. Fonctions Biologiques de la Somatostatine

Dans la plupart des cas, la SST inhibe la sécrétion d’hormones ainsi que leurs
fonctions en quelques secondes, voire quelques minutes (Bruns et al., 2002). Par exemple,
I’hormone de croissance est ainsi bloquée au niveau de sa libération mais pas de sa synthese
(Gillies, 1997). Elle intervient également au niveau intestinal et pancréatique dans la
régulation des sécrétions d’insuline (Hauge-Evans et al., 2015), de glucagon (Elliott et al.,
2015) ou encore de ghréline (Shimada et al., 2003). La SST cérébrale participe également a la
régulation des comportements alimentaires puisqu’elle induit des altérations
comportementales concernant la prise alimentaire, que ce soit en ’augmentant ou en la
diminuant (Feifel and Vaccarino, 1994; Stengel et al., 2015).

Les fonctions sensorielles sont également régulées par la SST. En effet, on retrouve
une expression SSTergique dans la rétine (Hildebrand and Snutch, 2015) dont de multiples
fonctions sur la physiologie de 1’ceil sont supposées, avec un réle protecteur de 1’homéostasie
oculaire. Les fonctions olfactives sont également modulées par le systeme SSTergique. Les
neurones a SST sont alors étroitement liés aux cellules mitrales, piliers des informations
olfactives dans les bulbes olfactifs. Un blocage des récepteurs sst2 dans cette région,
génétiquement ou pharmacologiquement, induit des altérations des performances de

discrimination olfactive (Lepousez et al., 2010a).

La SST voit sa concentration diminuer avec 1’age (Hayashi et al., 1997; McKinney et
al., 2015) et augmenter avec I’enrichissement de I’environnement (Nilsson et al., 1993) ce qui

laisse supposer une implication cognitive de la SST. En effet, le systeme SSTergique
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intervient également dans les fonctions cognitives, mnésiques et particulierement dans les
phénomenes d’apprentissage et de mémorisation, Soit en perturbant soit en améliorant les
compétences mnésiques (Guillou et al., 1994; Lamirault et al., 2001). La déplétion de SST par
la cystéamine entraine un déficit d’acquisition et de consolidation de la trace mnésique
(Haroutunian et al., 1987) mais peut également faciliter I’apprentissage de tache indépendante
de ’HPC (Guillou et al., 1999). La SST hippocampique a par la suite été tres étudiée pour
I’implication majeure de I’HPC dans la mémoire. Des études sur les implications spécifiques
des récepteurs ont permis de mettre en avant diverses implications comme celle des récepteurs
sst3 (Einstein et al., 2010) ou encore des récepteurs sst4 (Gastambide et al., 2009; Sandoval et
al., 2011). Ainsi, Gastambide et al., ont d’abord montré 1’implication des récepteurs sst4 de
I’HPC dans la sélection d’une stratégie d’apprentissage dans une tiche en piscine de Morris.
L’activation sélective des récepteurs sst4 oriente alors de maniére dose-dépendante la
stratégie spatiale associative complexe, HPC dépendante, vers une stratégie associative simple
et striato-dépendante. Par la suite, ces auteurs ont démontré que ce phénomene de changement
de stratégie induit par les récepteurs sst4 n’était possible qu’en présence de récepteurs sst2.
Ceci suggere alors une possible interaction des 2 récepteurs, appuyée par des études sur la
transmission glutamatergique (Moneta et al., 2002), mais qui n’est toujours pas clairement
identifiée (Gastambide et al., 2010).

La SST intervient également dans la régulation de nombreux autres fonctions
physiologiques (locomotion, respiration, rythme cardiaque) ou pathologies (maladie

d’Alzheimer, Parkinson, Schizophrénie) que nous ne détaillerons pas ici.

4. Stress, Dépression et Somatostatine

La SST et ses récepteurs sont trés exprimes dans des structures telles que I’amygdale,
I’HPC (Hannon et al., 2002) ou encore I’hypothalamus. Il n’est alors pas étonnant de
retrouver une implication du systeme SSTergique dans la régulation des troubles liés au

stress, comme 1’anxiété et la dépression.

Ainsi, il a été démontré que I’exposition a un nouvel environnement entraine une
augmentation des ARN messagers de la SST dans I’hypothalamus et une augmentation de la
protéine dans I’éminence médiane (Arancibia et al., 1984; Arancibia et al., 2000). Cette
libération, au niveau de I’hypothalamus, permet d’inhiber la libération hypothalamique de

CRH (Aguila et al., 1991b) ce qui démontre une implication directe de la SST dans la
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régulation de 1’axe HPA. Des études antérieures avaient déja démontré qu’une infusion intra-
cérébro-ventriculaire (i.c.v.) de SST-28 bloquait la libération d’ACTH en réponse a un stress
aigu (Brown et al., 1984), mais aucun lien entre la SST-14 endogéne et I’axe HPA n’avait
alors été mis en avant. De plus, des animaux n’exprimant pas la SST (SST-KO) présentent des
taux plasmatiques de corticostérone plus élevés que leurs homologues WT (Zeyda et al.,
2001; Lin and Sibille, 2015a). L’ensemble de ces données vient donc appuyer le rdle de la
SST dans les régulations de I’axe HPA.

Aujourd’hui, I’implication de la SST dans la régulation des troubles liés au stress n’est
pas limitée a une action hypothalamo-hypophysaire (Stengel et al., 2013). Son effet
anxiolytique a par ailleurs été démontré par Engin et al, (Engin et al., 2008), par des infusions
i.c.v., avec des effets anxiolytiques équivalents a un anxiolytique reconnu : le Diazépam®. Ce
role majeur de la SST dans la régulation des troubles anxieux semble intimement lie a
I’interaction existante entre la SST et le GABA, puisqu’une inhibition des récepteurs GABA
empéche I’effet anxiolytique de la SST de s’exprimer. Trés rapidement, ces mémes auteurs
démontrerent que la transduction du signal par la SST, a visée anxiolytique, se faisait via les
récepteurs sst2. Des animaux ainsi traités par des infusions i.c.v. d’agonistes sélectifs des
récepteurs sst2 exprimaient moins de comportements anxieux que des animaux traités avec

des agonistes sélectifs des autres SSTR (Engin and Treit, 2009).

Engin et al., ont également démontré que I’effet anxiolytique véhiculé par les
récepteurs sst2, était possible par 1’action des récepteurs sst2 amygdaliens et septaux,
puisqu’un antagoniste sélectif de ces récepteurs bloque ’effet anxiolytique de la SST (Yeung
and Treit, 2012). Cette observation est corrélée avec des études montrant que 1’exposition a
un nouvel environnement entraine 1’action des neurones SST intra-amygdaliens (BLA)
(Butler et al., 2012). Cependant, aucune implication hippocampique n’a été mise en
évidence concernant la régulation des troubles anxieux ou dépressifs par la SST. De
facon intéressante Arancibia et al., ont d’ailleurs démontré par une technique de microdialyse
intra-hippocampique, qu’il existait une €lévation des taux de SST dans I’HPC, aussi bien
aprés I’application d’un stress que d’un traitement aigu a la dexaméthasone (Arancibia et al.,

2001).

Les concentrations élevées en corticostérone chez des animaux SST-KO sont
également associées a une « émotionnalité » comportementale accrue ainsi qu’une diminution

d’expression des genes codant pour le BDNF, la cortistatine ou encore la GAD67 (enzyme
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décarboxylant le glutamate en GABA), différentes modifications qui correlent avec les
caractéristiques comportementales, neuroendocrines et moléculaires observées chez des

patients souffrant de dépression (Lin and Sibille, 2015a).

Ces informations vont de pair avec les travaux d’Engin et al., qui mettent également en
avant un effet antidépresseur de la SST (Engin et al., 2008), modulé par les SSTR2 et SSTRS3.
Des études cliniques ont par la suite permis de voir une diminution de SST exprimée dans le
Cortex Préfrontal Dorsolatéral (Sibille et al., 2011) le cortex cingulaire (Tripp et al., 2011;
Tripp et al., 2012) ou encore dans I’amygdale (Guilloux et al., 2012) chez des patients
souffrant de dépression majeure. Ces régions, trés impactées dans les troubles dépressifs, sont
aussi le théatre d’une diminution de peptide colocalisant avec la SST, a savoir la CST et le
neuropeptide Y. Tous trois sont des marqueurs de neurones GABAergiques qui ciblent des
neurones pyramidaux, essentiels dans 1’intégration d’informations sensorielles (Viollet et al.,
2008). De nombreuses études axées sur les diminutions de marqueurs associés a la SST et
colocalisés avec le GABA suggérent que cette sous-population de neurones GABAergique est
particulierement vulnérable face a la dépression. (Lin and Sibille, 2013).
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Objectif de I'étude

La dépression majeure est un trouble psychiatrique qui touche, en France, 12,5
millions de personnes entre 15 et 75 ans. Il s’agit d’une pathologie dont I’origine est
multifactorielle et qui présente de trés nombreux symptomes cliniques. L’occurrence de la
maladie est cependant intimement liée au déreglement de I’axe HPA qui est supposé étre le
premier facteur d’émergence de troubles dépressifs (Katz et al., 1981). Depuis de nombreuses
annees, les études sur la pathogénicité du stress dans la dépression ont mené la communauté
scientifique a s’intéresser a des classes d’ages particuliérement sensibles au stress, a savoir les
périodes de développement cérébrales (périnataux et adolescence ; (Sternberg and Ridgway,
2003 ; Bourke and Neigh, 2011)) et de neurodégénérescence (sénescence ; (Toth et al.,
2008b)). Cependant, la charge allostatique mis en place au fil d’expositions répétées au stress
et du vieillissement normal (McEwen, 2003) laisse entrevoir I’existence d’une dynamique

dans les phénomenes de résistance a ’installation de troubles chez le sujet adulte.

Dans un premier temps, une étude comportementale exploitant diverses analyses
émotionnelles, cognitives et somatiques a été développée afin de vérifier si ’exposition a un
stress chronique chez la souris adulte entrainait une émergence différentielle de troubles
en fonction d’un gradient d’Age adulte. Dans cette partie, les évaluations réalisées ont
permis de vérifier la mise en place de troubles de type dépressif, de type anxieux, de troubles
cognitifs, somatiques et d’anhédonie sur 5 classes d’ages de souris adultes. Ces expeériences
ont alors eu pour but d’analyser les capacités de résistance d’animaux adultes concernant les

diverses atteintes liées a I’exposition au stress chronique.

Les troubles dépressifs sont aujourd’hui reconnus pour leur fort potentiel de rechute
(Frank and Thase, 1999) ainsi que la sensibilit¢ mise en place aprés un premier épisode
(Burcusa and lacono, 2007). Les effets a long terme du stress sur 1’émergence de troubles de
type dépressif sont aujourd’hui trés documentés, principalement sur 1’induction périnatale et
les répercussions chez 1’adulte : ce sont les « effets programmés » du stress. Cependant, trés
peu d’études se sont intéressées a la persistance de troubles établis a 1’age adulte, chez le sujet
agé. La deuxiéme partie de ce manuscrit a donc eu pour but de veérifier la persistance des
troubles établis a I’age adulte chez le sujet 4gé d’un point de vue comportemental et
épigenétique. Cette deuxieme partie a alors permis d’évaluer les capacités de résilience des

animaux adultes, vis-a-vis des troubles établis par le stress chronique.
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La physiopathologie de la dépression majeure reste cependant assez mal connue, ce
qui peut expliquer les difficultés rencontrées concernant 1’inefficacit¢ de traitements chez
certains patients. Une meilleure compréhension de la physiopathologie de la dépression peut
permettre la mise en place future de nouveaux composes pharmaceutiques, a visée plus
spécifique. Ces derniers pourront élargir 1’éventail de traitements déja existant. Basée sur le
constat d’une libération de SST dans I’HPC en réponse a un stress (Arancibia et al., 2001) et
d’une diminution de SST chez les patients dépressifs, 1’objectif de la troisieme partie de cette
thése est de vérifier I’hypotheése selon laquelle la SST hippocampique régule ’axe HPA
et de déterminer quels récepteurs hippocampiques participeraient a cette régulation. Les
régulations de I’axe HPA par la SST et ses récepteurs hippocampiques ont été évaluées par
une technique de microdialyse inverse qui a permis I’infusion de composés pharmacologiques
directement dans I’HPC et la collecte de LCR afin de doser la CORT. Une approche
comportementale a été développée afin de déterminer quels récepteurs hippocampiques
pourraient moduler les troubles anxieux et dépressif. Les résultats de cette étude sont

présentés dans le chapitre 111, sous la forme d’une publication :

Thomas D. Prévot, Francois Gastambide, Cécile Viollet, Christophe Tronche, Nadia
Henkous, Guillaume Martel, Jacques Epelbaum, Daniel Béracochéa and Jean-Louis Guillou,
(2015) Roles of hippocampal somatostatin receptor subtypes in stress, anxiety and depression-

like behavior, Biological Psychiatry, soumis.

L’implication de la SST dans les régulations de I’axe HPA et dans les troubles anxieux
et dépressifs est maintenant démontrée. Ces régulations semblent étre en partie médiées par le
récepteur 2. Sur ce constat, nous avons souhaité tester 1’hypothése selon laquelle la
régulation SSTergique médiée par ce récepteur pourrait participer dans la mise en place
de phénoméne de résistance aux effets déléteres du stress. Une absence de ces récepteurs
entrainerait alors des perturbations basales (deja démontrées) qui seraient alors aggravées par
une exposition au stress chronique. Pour tester cette hypothese, nous avons employé le
protocole de SCLI du chapitre | a des animaux sst2KO agés de 12 mois. Nous avons choisi
cet age car il semble correspondre a un age charniere dans la mise en place de sensibilités

liees au stress chronique.
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Modeéles animaux

L’ensemble de cette étude a été réalisé en accord avec le décret du 1" Février 2013

transposant la Directive Européenne 2010/63UE pour I’utilisation d’animaux a des fins de

recherches scientifiques et I’approbation du comité d’éthique de Bordeaux (saisine 5012098-

A).

1. Lignées

Les expériences ont été réalisées avec des souris males C57BL/6 By JICO (Janvier,

France) &gés de 8 semaines a leur arrivée au laboratoire. Ces animaux sont issus d’une lignée

Life phase equivalencies
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Maturational rate comparisons

Ages Mouse vs. human

Birth—1 menth 150 times faster

1-6 months 45 times faster

6+ months 25 times faster
Figure 34: Représentation schématique de

I’équivalence en age entre la souris C57BL/6J et

I’Homme

Le pourcentage de survie par rapport a 1’age chez la
souris est présenté (en haut) avec les équivalences
estimées chez I’Homme. Le ratio de maturité entre la
souris et ’Homme est également présenté (en bas),
montrant ainsi des vitesses de maturation supérieures
chez la souris. (The Jackson Laboratory, d’aprés

(Flurkey et al., 2007).

consanguine, particulierement reconnue
pour ses capacités comportementales et
cognitives. De plus, cette souche est la
premiére dont le génome ait été entierement
séquencé, ce qui fait d’elle une souche trés
employée en matiere de mutagénése.
L’ensemble des travaux présentés dans ce
manuscrit a été effectué avec des animaux

adultes, 4gé de 3 a 20 mois (figure 34).

Des souris knockout pour le géne

codant les récepteurs 2 et 4 a la
(sstp-/- et ssty-/-)

I’étude

somatostatine ont

également été utilisées dans

concernant I’implication de la
somatostatine dans les régulations liées aux
troubles anxio-dépressifs. Ces derniéres
sont obtenues par reproduction et élevage
dans le laboratoire de sujets hétérozygotes
(+/-) ayant été réguliérement recroisés avec
des souris C57BL/6 sur 13 générations. Les

animaux ssto-/- ont été originellement

générés par recombinaison d’une cassette néomycine avec le géne Sst, entier chez des souris
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de fond génétique hybride 129SV x C57BL/6 (Zheng et al., 1997). Les animaux ssts-/- ont
guant a eux été genérés par I’insertion d’un fragment LacZ dans la séquence codante pour le
récepteur. L’étude portant sur les animaux génétiquement modifiés pour le sst4 a été possible
grace a une collaboration avec Jacques Epelbaum et Cécile Viollet du Centre de Psychiatrie et
Neurosciences (INSERM/Université Paris Descartes). Les génotypages, concernant les
animaux sst2, sont réalisés a partir de prélevements sanguins caudaux et sont effectués par la

méthode de « Polymérase Chain Réaction » (PCR).

2. Hébergement

Dés leur arrivée au laboratoire, les animaux sont maintenus en stabulation
collectivement, par cage de 20 animaux, dans ’animalerie avec eau et nourriture ad libitum.
L’environnement de stabulation est placé sous température (22+£1°C) et hygrométrie
contrélées, avec un cycle nycthéméral non inversé de 12h/12h (7h-19h ON). Prealablement
aux expériences, les animaux appartenant aux groupes non stressés sont manipulés
quotidiennement afin qu’ils soient familiarisés avec I’expérimentateur et habitués aux
manipulations expérimentales. Cela permet d’éviter I’apparition de biais expérimentaux liés a

une anxiété vis-a-vis de I’expérimentateur (Ghosal et al., 2015).

En fonction de I’attribution des groupes expérimentaux, les animaux sont maintenus
en cage collective de 5 individus ou en cage individuelle. Le maintien en cage collective est
utilisé exclusivement pour les animaux non-stresses du protocole de stress chronique, afin que
I’isolement social prolongé ne biaise pas 1’état émotionnel de I’animal. En effet, la souris est
un rongeur grégaire qui apprécie la présence de ses congénéres. Afin d’identifier les animaux
groupés en cages collectives, un marquage dans le pavillon de 1’oreille est réalisé grace a un
poingon, en suivant un plan d’identification défini. Pour les autres expériences (groupe stressé
du protocole de stress chronique et expériences nécessitant une chirurgie stéréotaxique), les

animaux sont isolés en cages individuelles, afin d’éviter les interactions entre congénéres.

3. Sevrage et Génotypage

Les animaux transgéniques pour le récepteur sst2 issus de 1’élevage au laboratoire sont
sevrés de la mére a 1’age de 30+2 jours, puis génotypés par une méthode de PCR a partir d’un
prélevement sanguin realisé au bout de la queue de I’animal agé d’environ 5 a 6 semaines.

Une goutte de sang est déposée sur du papier CloneSaver FTA (GE Health Care®, USA)
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avant d’étre séchée au minimum 48h a température ambiante. Le papier est par la suite

prélevé avec un emporte-piece Harris Micro-Punch 1.22mm (Whatman®, UK). Les fragments

sont lysés et purifiés avec un solvant FTA Purification Reagent (GE Health Care®, UK) avant

d’étre exposés a un mix contenant les amorces du fragment a amplifier (Tableau 3), les

radicaux libres et la Taq Polymérase (Invitrogen™, Fisher®, France).

Tableau 3 : Descriptif des amorces utilisées en PCR pour le génotypage des souris transgéniques

NOM Séquence (5°-3°) Taille PM Tm

(en nucléotides) (g/mol) (°C)

PGKAS TGG ATG TGG AAT GTG TGC 21 6598.2 71
GAG

Pro2 5 CTCACT GAACAGCTAGCCC 19 5718.8 70

SST21AS CCCATT CAACTG CTC AGAGC 20 6023.0 70

Les échantillons suivent ensuite un protocole d’amplification de I’ADN en

Thermocycleur qui s’initialise par la dénaturation de I’ADN pendant 2 minutes a 94°C suivi

de 35 cycles dont les caractéristiques sont les suivantes: 30 secondes a 94°C, puis 30

secondes a 60°C et enfin 30 secondes a 72°C.

Figure 35: Identification des génotypes rencontrés chez les
animaux transgéniques pour le récepteur SST2

L’ADN est amplifi¢ par PCR, avant d’étre exposé a un champ
¢électrique permettant 1’identification des séquences en fonction de
leur poids en paire de bases : sst2+/+ (WT) ; sst2+/- (Hétérozygote) ;
sst2-/- (sst2KO).

Les produits de PCR

sont ensuite complémentés
d’un marqueur de charge puis
sont séparés par une migration
par électrophorése sur gel
d’agarose a 2% dans un
tampon (TAE 1X dilué a partir
de TAE50X, VWR, Belgique).
Sous leffet du
électrique (110V, 170mA), les

fragments amplifiés chargés

champ

négativement migrent  vers

I’anode et se séparent en

fonction de leur poids moléculaire. La coloration au Bromure d’Ethidium permet de visualiser

I’avancement de chaque bande sur un lecteur de gel a UV (figure 35). L’insertion de la

cassette néomycine dans la partie codante pour le récepteur sst2 donne naissance a des
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fragments répliqués plus long que 1’allele sauvage. De cette facon, la bande composée des
fragments d’ADN répliqué est plus lourde et migre moins loin dans le gel d’électrophorése
permettant ainsi I’identification des animaux homozygotes (sst2+/+ et sst2-/-) et des animaux

hétérozygotes (sst2+/-)

4. Stress Chronique

Le protocole de stress chronique Iéger imprédictible (SCLI) utilisé est celui mis au
point par Alexandre SURGET et Catherine BELZUNG, publié dans Experimental Animal
Models in Neurobehavioral Research en 2009. Il se déroule sur 6 semaines pendant lesquelles
les animaux sont soumis a une succession d’événements stressant qui ont lieu de fagon
imprédictible, a raison de 2 a 3 événements par jour. Les perturbations appliquées sont d’une
intensité faible et sans privation alimentaire ou dipsique, I’intérét du protocole étant la
répétition des événements faibles, de facon imprédictible, pour satisfaire au mieux les critéres
de validités de Willner (Willner, 1984, 1995). Les événements se produisant au cours de ces 6

semaines sont les suivants et I’enchainement est détaillé dans le tableau 4 :

- Stress social : les animaux de 2 cages voisines sont inversés afin qu’un animal se
retrouve dans la cage d’un inconnu, ce qui générera un stress social.

- Retrait de litiere : la litiere de la cage est retirée, laissant ainsi 1’animal sur le
plexiglas de la cage.

- Litiere humide : la litiére est imbibée d’eau

- Contention : I’animal est placé dans un tube de 1lcm de long pour 2,5cm de
diametre percé de trous afin qu’il puisse respirer.

- Changement de litiére : la litiére souillée est retirée pour étre remplacée par de la
litiere propre, sans odeur.

- Inclinaison : La cage est inclinée a 45°

- Jour / Nuit : Alternance du cycle jour/nuit sur une certaine période.

- Bain : la litiere est retirée de la cage pour laisser place a environ 2cm d’eau au fond
de la cage, laissant ’animal ainsi baigner dans I’eau.

- Cris de rapaces : les animaux sont exposes a un enregistrement de cris de rapaces.

- Feces de rat : une dose de litiére souillée d’urine et de feces de rat est étalée dans la

cage de I’animal.
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Tableau 4 : Détails du protocole de stress chronique léger imprédictible appliqué sur 6 semaines

LUNDI MARDI MERCREDI JEUDI VENDREDI SAMEDI DIMANCHE
. Etat du pelage, pesée 9h Stress Social 10h30-11h30 12h Stress social 9h30-11h Inclinaison 8h Inversion du
Semaine 1 10h Stress social 15h-16h Contention 3 changements de | 14h-15h30 Litiere | 14h Stress social cycle jour/nuit
12h Stress social litiere humide
15h-17h Retrait litiére 15h Stress social
8h — Fin d’inversion du | 9h30-12h30  Retrait | 10h-11h 2 | 12h Stress social 8h-9h nuit 9h30-11h30 9h30-11h30
Semaine 2 | cycle jour/nuit litiere changements de | 15h-17h Contention 10h-13h litiére humide jour/nuit toutes les | jour/nuit toutes les
Etat du pelage, pesée 11h Stress social litiere 19h-20h jour 15h Stress social 30 min 30 min
12h-13h Contention 15h-16h30 Inclinaison | 18h Stress social 15h-17h nuit 15h-17h nuit
14h-15h30 Inclinaison 4h-6h jour 4h-6h jour
Etat du pelage, pesée 11h-14h Inclinaison + | 8h-10h Contention 8h30-11h30 Litiere | 9h-9h30 nuit Inversion du cycle | Inversion du cycle
Semaine 3 | 15h-16h30 retrait litiére retrait litiére 14h30-17h30 Stress | humide 10h Changement litiere jour/nuit jour/nuit
15h-15h15 Bain social 10h Stress social 14h30-17h30 Retrait litiere
14h-14h20 Feces de rat | Apres 20h Inversion du
17h-18h nuit cycle jour/nuit
Etat du pelage, pesée 10h30-12h Contention | 9h & 12h Stress | 9h& 9h30 Stress social | 10h-11h 3 Changements de | 9h-11h jour 8h Fin d’inversion
. 15h-18h Litiére humide 14h30-15h30 & 17h- | social 14h30-17h30  Litiére | litiére Apres 20h | 15h15-19h15
Semaine 4 16h30 Stress social 18h Contention 16h Changement de | humide 14h30-14h45 Bain inversion du cycle | Jour/nuit  toutes
litiere les 30 min
15h-18h  Jour/nuit
toutes les 30 min
Etat du pelage, pesée 10h-13h inclinaison 8h-9h & 10h-11h 10h30-11h Féces de rat | 9h Stress social 9h30 4 alternances | 9h30 4
. 14h30-18h30 Litiere | 15h Stress social Contention 14h30-17h Retrait | 10h-10h15 Bain jour/nuit toutes les | alternances
Semaine 5 humide 17h-19h Jour toutes | 16h-17h30 Retrait | litiere 15h-16h 2 changements de | 30 min jour/nuit toutes les
les 30 min litiere 16h & 17h30 Stress | litiere 15h-17h nuit 30 min
social 4h-6h jour 15h-17h nuit
17h-18h jour 4h-6h jour
. Etat du pelage, pesée 10h30-11h30 11h & 13h Stress | 10h-13h Litiere | Prélevements sanguins
Semaine 6 4h-6h nuit Contention social humide Evaluation Evaluation
16h-16h20 Cris de | 16h-18h30 Retrait | 15h-15h15 Bain 15h30-16h30 3 Comportementale | Comportementale
rapaces litiére + inclinaison Changements de litiére
Semaine 7 Evaluation Evaluation Evaluation Evaluation Evaluation

Comportementale

Comportementale

Comportementale

Comportementale

Comportementale
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Evaluations Physiques et Comportementales

1. Evaluations somatiques

Plusieurs altérations physiques peuvent étre évaluées pour témoigner d’une atteinte de
type dépressive chez 1’animal. Ces altérations sont souvent observées au cours d’un protocole
chronique inducteur de troubles dépressifs, comme le SCLI. Un paramétre facilement
mesurable est 1’évolution du poids de 1’animal au cours du protocole. Pendant 1’application du
protocole de stress chronique, les animaux de chaque groupe sont pesés chaque semaine pour

suivre leur évolution pondérale et s’assurer de leur bon état de santé.

Un autre paramétre mesurable est 1’état du pelage de 1’animal. Le stress peut entrainer
une diminution des comportements autocentrés (toilettage) et ainsi entrainer une détérioration
progressive de 1’état global du pelage. La mesure est réalisée une fois par semaine, sur 7
parties du corps de I’animal : la téte, le cou, le dos, la queue, le ventre, les pattes avant et
arriere. Un score de 0 (bon état) ou 1 (état détérioré) est attribué sur chaque partie pour
témoigner de la détérioration progressive du pelage, marqueur d’induction de troubles
dépressifs (Ducottet et al., 2003; Detanico et al., 2009). La premiere mesure réalisée prend la

valeur 0 et sert de référence pour évaluer I’évolution des détériorations au fil des semaines.

2. Evaluations émotionnelles
a. Evaluation de I’état d’ Anxiété

Le Labyrinthe en Croix Surélevé
Afin d’¢évaluer le niveau d’anxiété des

animaux, nous utilisons un test comportemental
exploitant le paradoxe existant chez la souris, qui la
pousse a se réfugier dans les recoins sombres mais

également a explorer un environnement nouveau

(Lister, 1987). Pour se faire, nous utilisons un

labyrinthe en croix en PVC, surélevé a 60cm du sol

Figure 36 : Représentation schématique (Elevated Plus Maze : E.P.M.), composé de 2 bras

du labyrinthe en croix suréleve ouverts opposés de 30cm de long pour 7cm de large
L’animal est libre d’explorer le labyrinthe
pendant 8 minutes 104
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et de 2 bras fermés opposés, de la méme taille que les bras ouverts, comportant une paroi de
17cm de haut (figure 36). Le labyrinthe est situé dans une piece insonorisée et I'éclairement,
aversif pour les rongeurs, a été fixé a 70 Lux au centre de I’appareil. Les animaux sont placés
au centre dans un cylindre de PVC pendant 20 secondes avant le début de 1’acquisition.
Durant la séance de 8 minutes, I’animal est suivi par un systéme de vidéotracking
(ViewPoint®, France). La détection de 1’animal est réglée de sorte qu’il soit considéré comme
entré ou sorti d’un bras lorsque les pattes postérieures sont engagées au dela de la limite
séparative avec la zone centrale. L’appareil est nettoyé a 1’alcool 70° avant et aprés chaque

passage afin d’éliminer les odeurs de congéneres pouvant perturber la réalisation de la tache.

Les paramétres mesurés dans ce test font référence au taux d’exploration de 1’animal
dans P’appareil. Le taux d’exploration des bras ouverts relativement a celui des bras fermés
révéle le niveau d’anxiété de I’animal (Lister, 1987). Ainsi, nous avons exploité le
pourcentage de temps passé dans les bras ouverts relativement au temps passé dans les bras

fermés, ainsi que le nombre d’entrées dans ces mémes bras :

Temps Bras Ouverts

( % Temps Bras Ouverts = x100)

(Temps Bras Ouverts+Temps Bras Fermés)

Entrées Bras Ouverts

( % Entrées Bras Ouverts = x100)

(Entrées Bras Ouverts+Entrées Bras Fermés)

D’autres paramétres sont enregistrés pour affiner I’analyse comportementale : la
latence d’entrée dans un bras ouvert, le nombre total d’entrées dans les bras (indice d’activité)
et le nombre de visites aux extrémites des bras ouverts. Le test en EPM pour évaluer 1’état de

type anxieux chez le rongeur témoigne d’une bonne validité prédictive et descriptive.

Exploration libre
Le test d’exploration libre est réalis¢ pour évaluer l’appréhension d’un nouvel

environnement selon le protocole proposé par Strekalova en 2004. L’animal est placé dans
une cage similaire a sa cage habituelle, dont le fond est rempli de litiére fraiche. L expérience
se déroule le matin, dans une piece calme éclairée a 70 Lux. Le taux d’exploration verticale
est considéré comme un indicateur d’anxiété. Le nombre de redressement ainsi que la latence

de premier redressement sont quantifiés visuellement pendant 5 minutes.

Open Field
L’open field (O.F.) est une aréne circulaire de 1m de diameétre, entourée d’une paroi

opaque de 25cm de hauteur en plexiglas. Une lampe & 2m au dessus de I’aréne permet un
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éclairage homogeéne de 70lux. Les animaux sont placés face a la paroi et sont laissés libres
d’explorer I’aréne pendant 5 minutes. La surface de I’aréne est divisée virtuellement en un
anneau périphérique de 12cm, et une zone centrale. L’exploration des animaux est alors
quantifiée par un systéme de vidéotracking qui permet de relever le temps passé dans la zone

centrale, ainsi que le nombre d’entrées et la latence d’entrée au centre.

b. Evaluation de I’état de type-dépressif

Test de Désespoir Comportemental ou Nage Forcée de Porsolt
Le test de désespoir comportemental ou nage forcée de Porsolt (N.F.P.) est un test

couramment utilisé afin d’évaluer les comportements de types dépressifs chez 1’animal
(Porsolt, 1979), notamment dans 1’élaboration de produits pharmaceutiques a visee
antidépressive. Sa trés grande répartition dans la communauté scientifique est en partie due a
sa facilité de mise en place et a sa grande stabilité a détecter les effets antidépresseurs, ou au
contraire dépressogenes de molécules ou de procédures (Borsini and Meli, 1988). Il répond
trés bien aux criteres de validité prédictive malgré une validité descriptive discutable selon les

criteres énoncés par Willner en 1984.

immobiity Swimming Clmbing Le test consiste a laisser I’animal dans une cuve
E E E cylindrique en verre de 15 cm de diamétre remplie de
30 cm d’eau a 25x1°C sur une hauteur de 20 cm.

L’animal reste ainsi pendant 6 minutes durant

. .D  lesquelles il peut nager, tenter d’escalader la paroi ou

soom . bien rester immobile (figure 37). Un animal résigné,

faisant preuve d’un désespoir comportemental (i.e.

ayant un comportement proche de celui observé chez
Figure 37 : Modélisation du test de ) .
la nage forcée de Porsolt I’Homme dépressif) passera davantage de temps

Les 3 comportements que peut lmmOblle qu’un animal témOin. Llanlmal est enSUIte

exercer I’animal sont représentés, a y . s . . .
retiré du cylindre, séché avec une serviette puis placé

savoir 1’immobilité, la nage ou
I288c2z)1|adc (Drapres - Cryan et al. | gous une lampe chauffante jusqu’a récupération.

Pour I’analyse des réponses comportementales,
les données de temps passé sont traitées différemment en fonction de I’effet que 1’on cherche
a démontrer. En effet, pour démontrer un effet dépressogéne, 1’analyse des temps passés est
focalisée sur les 4 premicres minutes (la réponse comportementale d’immobilisation arrivant

plus rapidement chez les animaux du groupe expéerimentaux que chez les animaux témoins).
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Au contraire, pour démontrer un effet antidépresseur, 1’analyse se focalise sur les 4 derniéres
minutes pour montrer une plus grande résistance de 1’animal trait¢ avec le composé
antidépresseur. De plus, ce test a permis de mettre en évidence une dissociation des effets des
agents antidépresseurs en montrant que les inhibiteurs sélectifs de la recapture de sérotonine
(ISRS) diminuent I’immobilité au profit de la nage (exemple : fluoxetine) tandis que les
inhibiteurs sélectifs de la recapture de la noradrénaline (ISRN) réduisent 1’immobilité au

profit de I’escalade (ex : la reboxetine) (Cryan et al., 2002).

Dans nos conditions expérimentales, nous avons analysé le temps passé immobile, le
temps passé a nager et le temps passé a escalader les parois sur les 4 premiéres minutes pour
attester d’un effet dépressogene du stress chronique (Chapitre I, 11 et V) et sur les 4 derniéres
minutes pour démontrer un effet antidépresseur des composés SSTergiques (Chapitre 111). En
plus des temps passés pour chaque comportement, nous avons également mesuré la latence

d’immobilisation.

Test de Suspension par la queue
Autre test couramment utilisé dans 1’évaluation de troubles dépressifs ou d’efficacité

d’action d’agents antidépresseurs : le test de suspension par la queue (figure 38), ou Tail-
Suspension Test (T.S.T.) consiste a fixer
I’animal par la queue via un ruban adhésif
(Sader®), téte en bas a 35cm du sol pendant 5
minutes (Steru et al., 1985). La queue est
préalablement passée dans un cylindre de PVC

afin d’empécher 1’animal de s’y agripper pour

Tall Suspension Test essayer de fuir par le haut de I’installation. Le

Figure 38 : Modélisation du test de suspension temps passé a se débattre est comptabilisé
par la queue

pendant 5 minutes, ainsi que la latence
L’animal est suspendu par la queue pendant 5

minutes et son comportement (mobile et d’immobilisation et 1’ensemble du test est

immobile) est quantifié. (D’aprés Krishnan and

enregistré grace a un logiciel de vidéo-tracking.
Nestler, 2011).

Ce test mesure donc le désespoir comportemental d’un animal face a une situation
critique menagant la survie, comme le N.F.P. Des données comparatives entre les deux tests

ont permis de révéler qu’ils ne présentent pas la méme sensibilité face a un traitement

d’antidépresseurs, laissant suggérer que les supports neurobiologiques mise en place dans ces
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tests présentent quelques disparités (Bai et al., 2001). Tout comme la FST, le TST présente

une bonne validité prédictive.

Evaluation de I’anhédonie . consommation de saccharose
Chez I’Homme, I’anhédonie, ou absence de recherche de stimulus plaisant, est un des

principaux déterminants de la dépression majeure (Willner et al., 1992b). En laboratoire,
I’anhédonie est principalement évaluée par le biais d’un test de préférence au saccharose.
Comme I’Homme, le rongeur tend a avoir une consommation préférentiellement tournée vers
des produits ayant un godt sucré. L’anhédonie chez I’animal est mesurée afin de controler
I’efficacité du protocole de stress chronique. L’animal est pré-exposé pendant 48h, & 2
biberons, 1’'un contenant une solution de saccharose a 1%, 1’autre contenant uniquement de
I’eau du robinet. L’emplacement des biberons est par la suite inversé afin d’éviter tous biais
de latéralisation de la part de I’animal. 48h aprés la fin de la pré-exposition, 2 pipettes
graduées sont placées aux emplacements occupés précédemment par les biberons. La solution
de saccharose est préparée 24h a I’avance afin que la concentration soit stabilisée et que la
température de la solution soit égale a la température ambiante. Il en est de méme pour I’eau
du robinet qui est maintenue a température ambiante avant d’étre présentée aux animaux. Les
animaux ont alors un acces libre aux 2 pipettes pendant 48h. Deux mesures des niveaux sont
réalisées afin de quantifier la consommation de chaque solution. La premiere mesure est
réalisée a 24h, a la suite de laquelle I’emplacement des pipettes est inversé afin de s’affranchir
d’un effet de latéralisation puis une seconde mesure est réalisée a 48h, c’est-a-dire a la fin de

I’expérience. Le pourcentage de préférence est alors calculé selon la formule suivante :

V(Solution Saccharose)
V(Solution Saccharose)+V(Solution Eau)

x 100

Préférence Saccharose =

Ce test présente une bonne validité prédictive car I’anhédonie est réversée par un
traitement a long terme aux antidépresseurs, mais pas par un traitement aigu (Willner et al.,
1987).
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3. Evaluations Cognitives

Mémoire de travail : alternance spontanée en T-Maze

Habituation Pré-Test

TT

Test

Alternance = réponse correcte Pas d'Alternance = réponse incorrecte

Stop = 30 sec
ITI =30 sec ITI =30 sec
_—-—) )

Essai 1 Essai 2 Essai 3

Figure 39 : Représentation des différentes phases du protocole d’alternance dans le labyrinthe en T

Pendant I’habituation, I’animal est libre d’explorer pendant 10 minutes, sur 2 jours consécutifs. Le troisiéme
jour, D’entrainement permet de familiariser I’animal avec la tiche d’alternance et le systéme
d’ouverture/fermeture des portes. Enfin, le quatriéme jour, I’animal est maintenu 30 secondes dans le
compartiment de départ, puis est laissé libre de choisir un des 2 bras avant d’étre maintenu 30 secondes dans
le compartiment d’arrivée avant un nouvel essai.

L’alternance spontanée en T-maze permet d’évaluer la mémoire de travail spatiale en
s’affranchissant de la privation alimentaire chez I’animal (Lalonde et al., 1986). Ce test repose
sur la tendance naturelle a alterner entre les explorations de différent sites, ce qui de fait,
nécessite la mémorisation des lieux et actions réalisées au fur et & mesure des essais
exploratoires. Dans un labyrinthe en T, ceci ce traduit par une alternance entre les visites des
bras gauche et droit. Le dispositif utilisé est un labyrinthe en forme de T en PVC, constitué
d’une zone de départ a la base du T (14x10x20cm), d’un couloir (45x10x20cm) menant a 2
bras opposés (la barre du T) constituant les bras d’arrivée (29x10x20cm). Des portes
coulissantes permettent de confiner ’animal afin de contrdler le départ de 1’exploration et le

temps d’exposition dans les bras visités. Le protocole utilisé (Beracochea and Jaffard, 1990)
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se déroule en 3 phases (figure 39) : une phase d’habituation, une phase d’entrainement et une

phase de test.

Habituation
L’animal est laissé libre dans D’appareil pendant 10 minutes par jour, 2 jours

consecutifs. Il est alors totalement libre d’explorer son environnement afin de se familiariser

avec I’appareil et ainsi éviter toute réaction de néophobie lors de la phase d’évaluation.

Entrainement
Par la suite, il est soumis a une épreuve d’entrainement (pré-test), qui consiste a placer

I’animal dans le compartiment de départ pendant 30 secondes entre chaque essai (intervalle
inter-essai : ITI), ouvrir la porte, puis le laisser choisir entre le bras droit ou le bras gauche du
T. Une fois le choix réalisé, la porte de chaque bras est fermée, et I’animal est maintenu dans
ce bras pendant 30 secondes. Ceci constitue une séquence comportementale complete du
protocole d’alternance spontanée (figure 43). La séquence précédente est repétée 7 fois afin
que I’animal s’habitue a I’ouverture et la fermeture des portes. L’appareil est nettoyé a
I’alcool 70° avant et aprés chaque passage afin d’éliminer les odeurs de congéneéres pouvant

perturber la réalisation de la tache.

Test

Le jour du test, la séquence est répétée 8 fois. Sept essais sont réalisés avec un ITI de
30 sec comme dans la phase d’entrainement. Enfin, un 8°™ et dernier essai est réalisé avec un
ITI de 5 sec. Ceci a pour but de déterminer si un défaut d’alternance dans 1’épreuve résulte
d’un déficit d’attention, d’encodage et/ou de la motivation a alterner. Ainsi, les animaux qui
n’alternent pas a cet essai sont retirés de l’analyse afin que le déficit potentiel soit
sélectivement attribuable a un oubli lié au temps écoulé entre deux actions (déficit mnésique).
La performance mnésique de 1’animal est donc mesurée par le nombre d’alternances faites par

I’animal au fil des 7 essais de la phase de test comprenant un ITI de 30 sec.

La répétition des essais entrainant une charge mnésique importante, 1’animal doit étre
capable de limiter le stockage d’informations superflues afin d’avoir une alternance sans
charge d’interférence. Cette capacité a mémoriser les choix fait précédemment est calculée
par le pourcentage d’alternance globale sur la phase de test. Afin de s’affranchir d’éventuels
biais expérimentaux liés a des troubles motivationnels, les animaux n’ayant pas alternés
8éme

correctement au essai ont été retirés de 1’analyse.
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Apprentissage en Piscine de Morris

Jour 1 Jour2 a6 Essai-Test

Figure 40 : Schéma du protocole en piscine de Morris avec les zones virtuelles dessinées via le
logiciel de tracking

Les Zones NW, NE, SW et SE correspondent aux emplacements possibles de la plateforme le premier
jour d’apprentissage avec 1’indice (rond bleu et triangle blanc). Du jour 2 au jour 6, la plateforme est
situe dans la zone NW (en bleu foncé) sans indice pour 1’apprentissage spatial. Pour le probe-test,
aucune plateforme n’est présente dans la piscine. La bande circulaire périphérique délimite la zone de
thigmotaxie (comportement au cours duquel I’animal anxieux n’explore pas son environnement mais se
cantonne & la périphérie).

Ce test permet d’évaluer les capacités d’apprentissage chez la souris grace a une
piscine de Morris (Morris, 1984). Poussé par l'aversion causée par I'eau, I'animal doit trouver
et monter le plus rapidement possible sur la plateforme pour assurer sa survie. Le test utilisé
est constitué de 2 phases permettant respectivement d’évaluer la capacité d’acquérir une
association simple et la capacité d’acquérir une carte spatiale de 1’environnement.
L’apprentissage réalisé lors de la premiere phase est dépendant du striatum alors que celui de
la deuxieme dépend de I’HPC (Martel et al., 2007). Le dispositif utilisé est un bassin
circulaire de 1,5m de diamétre dont 1’eau est teintée en blanc afin que le logiciel de tracking
(logiciel ViewPoint®, France) puisse suivre le parcours de la souris. La surface de I'eau est
artificiellement divisée en quadrants, avec au centre d'une de ces quatre zones une plateforme
circulaire de 13cm de diamétre invisible pour I'animal (positionnée 1cm sous la surface). Des
signaux spatiaux (affiches, meubles, etc.) autour de la piscine permettent & la souris
d'apprendre a se repérer. L’expérience s’étale sur 6 jours (figure 40), a raison de 6 essais par
jour. Chaque essai dure au maximum 90 secondes. Si au terme de délai, I’animal n’a pas
rejoint la plateforme, celui-ci est gentiment guidé a la main jusqu’a la plateforme. A la suite
de chaque essai, I’animal reste 20 secondes sur la plateforme avant d’étre séché et maintenu
dans une enceinte chauffée a 32°C jusqu’au prochain essai. L’ITI est d’environ 10-15 minutes

afin de permettre aux animaux d’avoir un temps de repos suffisant pour récupérer de I’effort

111



Matériels et Méthodes

fourni. La vitesse de I'animal, le temps passé et la distance totale parcourue dans I'eau sont

mesureés.

Apprentissage associatif simple (stimulus-réponse)
L’apprentissage est réalisé grace a un indice positionné sur la plateforme. Il s’agit d’un

cylindre en polystyréne blanc de 5¢cm de diametre et 10cm de hauteur tacheté de points noirs,
monté sur une tige en métal noir de 7cm. A chaque essai, la plateforme ainsi signalée est
changée de cadran de maniére aléatoire de sorte que la position spatiale de la plateforme ne
puisse guider 1’animal. Le point de départ est également changé de sorte que ni I’orientation
ni sa distance de la plateforme relativement au point de départ ne puisse guider I’animal.
Ainsi, seule 1’association de I’indice a la réponse de monter sur la plateforme permet a

I’animal de pouvoir réaliser I’épreuve.

Apprentissage spatial (association stimulus-stimulus)
Les 5 jours suivants, la plateforme est positionnée dans le cadran NW, (sans indice) et

I’animal doit alors utiliser les indices distaux de la piéce pour retrouver la plateforme. Le
point de départ varie d’un essai a un autre. Ainsi seule une représentation (carte cognitive) de
la position spatiale de la plateforme dans 1’environnement permet de guider 1’animal pour

pouvoir se réfugier rapidement.

Rappel
Enfin, 1h aprés le dernier essai du dernier jour, une tache de rappel qui permet de

verifier la précision de la carte spatiale acquise par I’animal et la persévérance de celui-ci a
chercher la plateforme a I’emplacement correct est réalisée. Pour cela, la plateforme est retirée
et I’animal est placé au centre de la piscine pour un essai-test de 90sec. Le temps passé dans le
cadran ainsi que le nombre de croisements de la zone ou la plateforme était positionnée sont

mesureés.

Conditionnement Opérant
Le conditionnement opérant est un apprentissage qui consiste a associer un appui sur

un levier a I’obtention d’une récompense basée sur la capacité des animaux a associer leurs
actions et leurs consequences. Dans un premier temps, il s’agit d’un apprentissage dirigé vers
un but impliquant une représentation de la récompense. Cette phase implique alors le PFC
(Naneix et al., 2009). Par contre, rapidement, lorsque 1’association est acquise, 1’action
devient une habitude qui s’exécute de manicre automatique, sous la dépendance du striatum,

indépendamment de la représentation du but (Yin et al., 2005).
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Afin de créer une motivation chez 1’animal, ces derniers sont soumis a une privation
alimentaire les menant a une perte de poids a hauteur de 18% en 2 jours. Pendant la privation,
les animaux sont pré-exposes a une pincée de graine de millet (Priméal Bio, France) qui
constituera leur récompense dans la tidche de conditionnement opérant. L’appareil est une
boite compartimentée de 14x15x20cm (figure 41) divisée par une cloison partielle (6cm)
séparant un compartiment comprenant une mangeoire d’un compartiment adjacent
comprenant un levier commandant la distribution de récompenses dans la mangeoire. Des
cellules photosensibles permettent de détecter 1’activité de I’animal a proximité du levier, de
la mangeoire et la consommation des graines. L’appareil est nettoyé a 1’alcool 70° avant et
apres chaque passage afin d’éliminer les odeurs de congénéres pouvant perturber la réalisation

de la tache.

Levier

Distributeur
Récompense

Mangeoire 5

Figure 41 : Schéma de I'appareil de conditionnement opérant

L’appareil se compose d’une boite rectangulaire dans laquelle se trouve un levier activant la
distribution d’une récompense dans la mangeoire. Le levier et la mangeoire sont séparés par une
paroi opaque obligeant I’animal a faire le tour entre I’appui sur le levier et la récupération de la
récompense.

Le protocole utilisé est celui initialement décrit par Destrade et Cardo (Destrade and
Cardo, 1974; Jaffard et al., 1974) comprenant une séance d’acquisition partielle et une séance
de rétention de 45 minutes, 24h apres.

Acquisition
Le premier jour, les animaux sont placés dans la boite et ont la possibilité d’obtenir 15

graines en appuyant sur le levier. Un appui permet de délivrer une seule graine de millet. La
commande du levier devient inactive tant que 1I’animal n’a pas consommé la graine distribuée.

Ainsi, I’animal doit alterner entre le compartiment levier et le compartiment mangeoire pour
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appuyer et consommer. Le temps mis pour réaliser cette tdche est un indicateur de

I’acquisition de I’association levier-nourriture et de la procédure motrice acquise.

Rétention
Le deuxieme jour, les animaux sont replacés dans la boite et disposent de 45 minutes

pour exprimer la réponse opérante acquise afin de consommer un maximum de graine. Le
nombre d’appuis renforcés (consommations) réalisés est comptabilisé pour évaluer la maitrise
de la tache. D’autres parametres comme le nombre d’appuis superflus (autres que ceux
strictement nécessaires) ou le nombre d’alternances superflues ainsi que 1’activité globale de

I’animal dans la boite sont également comptabilisés afin d’affiner I’analyse des résultats.

4. Activité locomotrice

Beam Walking test

Durant le Beam Walking Test (BWT), les animaux sont placés a I’extrémité d’une barre

de 1m de long, a 80cm au dessus du sol (figure 42). La plateforme de départ est étroite
(3x4cm) et exposée a une lumiere

@ intense (120 lux) pour encourager
I’animal a traverser la barre jusqu’a

la deuxieme plateforme composée

&

d’une boite noire. Le temps pour

traverser la barre et le nombre
d’hésitations (arrét ou

ralentissement) sont enregistrés et

— — quantifiés par un systeme de
Figure 42 : Schéma de I’appareil du Beam Walking test.

vidéotracking. Les animaux suivent
L’animal est placé sur une plateforme éclairée, reliée a une
boite sombre, accessible par une barre de taille et de section
variable raison de 3 essais par jour, avec des

une habituation pendant 3 jours, a

barres de sections de différentes

tailles, augmentant la difficulté de la tache : carrée de 10 mm, ronde de 15mm et carré de
8mm. Une pause est permise a I’animal si ce dernier tombe de la barre ou s’il ne traverse pas
dans les 2 minutes suivant le début de I’exercice. Le jour suivant la troisiéme habituation, les
animaux sont testés sur les 3 barres présentées pendant I’habituation, ainsi que sur une barre
supplémentaire ronde de 10mm. La phase de test consiste alors a passer chaque animal 2 fois
sur chaque barre.
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Microdialyse Intrahippocampique

1. Chirurgie Stéreotaxique

Les animaux sont anesthésiés par une injection intra-péritonéale d’un mélange
kétamine (100mg/kg, Virbac, France) et xylazine (6mg/kg, Rompun Bayer, Allemagne).
L’animal est par la suite placé et maintenu sur un cadre stéréotaxique. Le dessus du crane de
I’animal est alors tondu, et une solution de Lidocaine (Xylocaine) est appliquée localement
avant que le crane de D’animal ne soit incisé. Des guides-sondes (CMA/7; CMA
Microdialysis) pour la microdialyse sont implantés unilatéralement a partir du bregma selon
I’atlas de Paxinos et Franklin (2004). L’implantation est faite a I’aplomb de I’HPC a droite ou
a gauche (défini aléatoirement) selon les coordonnées AP : -2,2mm ; L : £1,35mm ; V : 1mm
de sorte que la sonde dépasse du guide d’1mm et baigne I’HPC dorsal. Le guide-sonde est
ensuite maintenu par du ciment dentaire (PalavitG, Promodentaire) et tenu par 3 vis (inox ;

pied de vis : @ = 0,5mm ; longueur = Imm ; FOM2000) insérées dans le créane.

Pour I’étude comportementale, des guides-canules (L 8mm, @ 250microns) sont
implantés selon la méme procédure. Suite a la chirurgie, deux sutures sont réalisées a 1’avant
et a I’arriére de I’orifice créé par le montage. Les animaux regoivent également une injection
sous cutanée d’antalgique (6mg/kg, Carprieve) et sont placés prés d’une source de chaleur
jusqu’a leur réveil. Ils bénéficient par la suite d’'une période de récupération de 8 jours

pendant laquelle ils sont contrdlés quotidiennement afin de vérifier leur bon rétablissement.

2. Microdialyse intra-hippocampique chez la souris vigile

La microdialyse intracérébrale permet le prélevement de molécules de petite taille
(<7kD) présentes dans le LCR composant le milieu extracellulaire cérébral afin d’étre
quantifiées (figure 43). Ce prélevement repose sur le principe de la diffusion passive de
molécules au travers d’'une membrane poreuse en fonction de leurs gradients de concentration
et de leurs poids moléculaires. Chez la souris, la corticostérone cérebrale peut étre ainsi
prélevée et dosée avec une résolution temporelle de 15 minutes. La sonde de microdialyse
(CMA7, CMA Microdialysis AB, Suéde, cut-off 7kDa) est constituée d’un cathéter d’entrée
dans lequel est injecté a débit constant du LCR artificiel (solution tampon phosphate

Dulbecco, Sigma France), qui aboutit a une membrane semi-perméable (diamétre externe :
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0,24mm) ou s’effectue la diffusion du milieu le plus concentré (cérébrale) vers le milieu le
moins concentré (I’intérieur de la sonde). Ce dialysat charge de corticostérone hippocampique
ressort de la sonde par le cathéter de sortie pour étre récolté dans des tubes eppendorf® dans
un carrousel collecteur automatique réfrigéré a 4°C pour une meilleure conservation des
échantillons. Des échantillons de volume constant peuvent étre réguliérement prélevés tout au

long de I’expérience grace a la rotation automatique du carrousel.

Flux Sortant Flux

/ Entrant
/ Flux Entrant
TFqu Sortant

O

R

v,
Membrane{f I

/

Figure 43 : Schématisation du fonctionnement de la microdialyse / microdialyse inverse

Le flux entrant, chargé en molécules pharmacologiques injectables (Rond orange), diffuse avec le milieu
extracellulaire par osmolarité. La molécule pharmacologique passe ainsi dans le milieu extracellulaire
(Fléches orange). Au contraire, les molécules du milieu extracellulaire (Ronds vert) diffusent a I’intérieur de
la sonde et sont ainsi collectées (Fléches verte).

L’expérience a lieu dans une enceinte circulaire, en Plexiglas, d’un diametre de 40cm
et d’une hauteur de 36cm (CMA/120 ; CMA Microdialysis). La base des enceintes (@ 20cm)
est équipée d’un plancher métallique connecté a un générateur de chocs électriques permettant

de générer un stress aigu chez ’animal.
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3. Traitement pharmacologique

Les traitements appliqués dans 1’expérience de microdialyse (chapitre I11) sont
effectués par microdialyse inverse. L’HPC est perfusé avec du LCR artificiel contenant ou
non un agoniste SSTergique. Les composés SSTergiques (tableau 5) sont préparés a la
concentration de 5nmol/15ul, dose choisie sur la base des effets anxiolytiques préalablement
observés avec des agonistes sst, (Engin and Treit, 2009; Gastambide et al., 2010). Ils sont
solubilisés dans du LCR de synthese (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, composition en
g/L: CaCl2, 0,133; MgCl2, 0,1; KCI, 0,2; KH2PO4, 0,2; NaCl 8,0; Na2HPO4, 1,15; pH entre
7,1-7,5 ; SIGMA Aldrich, UK) contenant 10% de Diméthyle Sulfoxide (DMSO). Des aliquots
sont conservés a -20°C jusqu’a utilisation. Les traitements appliqués dans 1’étude de
pharmacologie comportementale sont effectués par ’introduction d’une canule d’injection
reliée par un cathéter a une seringue Hamilton de 1l et montée sur un perfuseur permettant
de délivrer 0,5ul/5min. Les agonistes sont préparés a la concentration de 5nmol/0,5ul et
solubilisés dans du LCR contenant 50% de DMSO.

Tableau 5 : Analogues et agonistes somatostatinergiques utilisés

Produit Agoniste / Sélectivité Poids Moléculaire Fournisseur

SMS 201-995 Sst 2,3,5 1019,24 TOCRIS, FRANCE
Octréotide

RC160 SST analogue 1131,37 TOCRIS, FRANCE
Vapréotide

L-797,591 sstl | 607,82 RAHWAY, NJ, USA
L-054,064 sst2 | 539,.71 TOCRIS, FRANCE
L-796,778 sst3 | 585,7 RAHWAY, NJ, USA
L-803,087 sst4 | 599,56 TOCRIS, FRANCE
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Immunohistochimie et Biologie Moléculaire

1. Prélévements de sang et de tissus

Les prélevements de sang ont été réalisés
selon 2 techniques différentes en fonctions du stade
de D’expérimentation. Lors des prélevements
réalisés en cours d’expérimentation, le sang a été
prélevé sur animal vigile au niveau de la veine
sous-mandibulaire (figure 44). L’animal est tenu

par une contention serrée qui permet de piquer a

I’aide d’une aiguille, la veine sous mandibulaire

Figure 44 : Schéma de prélevement sous o . .
mandibualaire chez la souris vigile pour récupérer 3 a 4 gouttes de sang (environ

Les vaisseaux sanguins sont indiqués en | 400ul). En fin d’expérimentation, le sang a éte

bleu. La zone de prélevement correspond au

point rouge. préleve au moment du sacrifice des animaux par

https://www.usherbrooke.ca/medecine/filead décapitation. Dans les 2 cas, le sang est collecte

min/sites/medecine/documents/Animalerie/F dans un tube préalablement hépariné 3 10% (EDTA
ormation-pratiaue.ndf

tétrasodium, Fluka Sigma Aldricht, France). Les
échantillons recueillis ont été immédiatement réfrigérés a +4°C puis centrifugés a 3500rpm
(1800G) pendant 10 min a +4°C, et le surnageant a ensuite été stocké a -80°C jusqu’au dosage

de la concentration de corticostérone.

Pour les prelevements de tissus cérébraux, les animaux sont anesthésiés avec 0,5ml de
penthobarbital sodique (Ceva, France) et immédiatement décapités afin de prélever leur sang
et leur cerveau. Le cerveau est prélevé sur glace réfrigérée a I’azote liquide. Une moitié de
I’encéphale, coupée dans un axe antéropostérieur, est immédiatement conservée dans un bain
d’isopentane (2-methylbutane, Fluka, Sigma Aldricht, France) et réservée au congélateur a -
80°C pendant 45 minutes. Apres 45 minutes, 1’isopentane est retiré et le demi-cerveau ainsi

congelé est maintenu au congélateur a -80°C jusqu’a de futures analyses.

L’autre moiti¢é de ’encéphale est disséquée afin d’extraire différentes structures
(cortex frontal, cortex occipital, HPCs dorsal et ventral, striatum et bulbes olfactifs) qui
pourront étre analysées a posteriori. Les structures sont identifiées et immédiatement

congelées par un bain d’azote liquide avant d’étre maintenues a -80°C jusqu’a analyse.
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2. Controles histologiques

A lissue des études de
microdialyse, les animaux ont été sacrifiés
par une injection de 0,5ml de
penthobarbital  sodique et ont été
immédiatement décapités. Les tétes ont été
placées dans une solution de formol (10%)
pendant 15 jours, puis disséquees afin de

prélever le cerveau fixé. Les cerveaux ont

ensuite été post-fixés dans une solution

- i 0
Figure 45: Implantation unilatérale d’une sonde cryo-protectrice contenant 10 % de formol

de microdialyse dans le CAl et 30% de saccharose pendant 48h puis

Coupe coronale de cerveau de souris de 60pm colorée | coupés au microtome a congélation afin
a la thionine.

d’obtenir des coupes de 60um colorées a la

thionine puis montées entre lames et lamelles. Enfin, elles ont été visualisées au microscope
optique afin d’identifier le site d’implantation. Seuls les animaux dont les cerveaux
présentaient une implantation correcte dans I’HPC telle que présentée dans la figure 45 ont été

considérés pour les analyses statistiques.

3. Immunohistochimie

a. Préparation des coupes de cerveau au Cryostat

Les demi-cerveaux prélevés et conserves a -80°C sont sortis du congélateur et stabulés
dans I’enceinte du cryostat a -30°C pendant 30 minutes. Aprés fixation sur la platine par
application de Tissu-Tek® (Sakura, Pays-Bas), les cerveaux sont coupés selon 1’axe sagittal a
une épaisseur de 14um. Les coupes ainsi réalisées sont montées immédiatement sur lame

avant d’étre conservees a -80°C jusqu’a la réalisation d’une expérience de marquage

immunohistochimique.

b. Immunohistochimie

Les lames conservées a -80°C sont sorties & température ambiante 30 minutes avant le
début du protocole de marquage. Les lames sont alors placées dans une cuve permettant de

réaliser les différents bains nécessaires au protocole de marquage. Les coupes sont exposées a
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un bain de paraformaldéhyde (PFA) 4% pendant15 minutes a 4°C afin de réaliser une fixation
des tissus. Elles sont ensuite rincées au tampon Tris (TB : 0.1M, pH 7.4) puis traitées avec
une solution de TBS (TB 0.1M + 9g/1 de NaCl) contenant 1% d’H,0, et 10% de méthanol
afin d’inhiber les peroxydases endogénes et permeéabiliser les cellules. Les sites non-
spécifiques sont bloqués grace a une solution de saturation (0,05% Tween 20 et 8% sérum
normal de chévre dans du TBS 0,1 M) incubée 1h a 4°C. Les lames sont ensuite mises en
contact avec 1’anticorps primaire (tableau 6), dilué dans la solution de saturation pendant 18h
a température ambiante. Le lendemain, les lames sont incubées en présence de 1’anticorps
secondaire au 1/2000 avant d’étre incubées avec le complexe Avidine-Biotine (1/400 dans du
TBS 0.1M, Vectastatin Elite Kit, Vector Laboratories). Suite a cette derniere incubation, les
lames sont exposées a un bain de TB 0.1M contenant de la diaminobenzidine (0.05%)
peroxydée et 0.02% d’ H,O; permettant ainsi la révélation de 1’activité péroxydasique. La
révélation est ensuite arrétée par plusieurs bains au TB 0.1M avant de laisser les lames
séchées sous aspiration pendant 24h. Les coupes sont ensuite déshydratées par deux bains de

toluéne avant d’étre incluses entre lame et lamelle par une résine (Eukitt®).

Tableau 6 : Anticorps utilisés dans I’étude des modifications épigénétiques

Anticorps Espece Dilution Fournisseur
Ac Primaire-H3K27me3 Lapin 1/1500 Millipore
polyclonal
Ac Secondaire — Anti Chévre 1/2000 Jackson ImmunoResearch
lapin biotinylé

c. Comptage de noyaux immuno-positifs

La quantification des noyaux marqués positivement se fait a I’aveugle via un systéme
d’analyse d’images couplé a un microscope sous un grossissement X10 (Biocom Visiolab
2000, V4.50). Les noyaux immunopositifs de chaque structure ainsi observées sont quantifiés
selon 6 a 8 réplicas, moyennés avant d’étre analysés. Les données obtenues sont exprimées en
nombre de noyaux immunopositifs par mmz2. Les noyaux immunopositifs dans différentes
régions cérébrales tel I’HPC dorsal et ventral, ’amygdale et le cortex prefrontal, pour leur

implication dans les troubles associés au stress chronique ainsi que dans le striatum.
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4. Quantification de la corticostérone par ELISA

Le dosage de la corticostérone présente dans les échantillons de microdialyse et dans
les prélevements plasmatiques est réalisé par ELISA (KitArbor Assay®) dont le principe est
une réaction immunologique permettant de révéler la présence d’une protéine particulicre.
L’anticorps est couplé a une enzyme qui, en présence du substrat, produit un composé coloré
dont la densité optique est mesurée. Les échantillons et une gamme standard de concentration
connue de corticostérone sont déposés sur une plaque de 96 puits et la réaction est initiée par
I’ajout du réactif puis stoppée aprés 30 minutes d’incubation par une solution stop. Les
mesures de densités optiques se font par un lecteur de plaques (VICTOR®, Perkin-Elmer) a la
longueur d’onde de 450nm, qui calcule la concentration en corticostérone des échantillons
relativement a la gamme standard. La sensibilité du test est déterminée a 18,6pg/ml avec une

limite de détection a 16,9pg/ml.

Analyses Statistiques

Afin d’évaluer les variations des parameétres étudiés dans les différents tests, un z-

score a été calculé selon la formule suivante :

_ (Valeur Observée — Moyenne du groupe référent)
Z= Déviation Standard du groupe référent

Il permet en effet de quantifier les variations sur les paramétres étudiés par rapport a la
moyenne et a la déviation standard d’un groupe référent. Un facteur -1 est appliqué lorsque le
sens de variation du paramétre varie de manic¢re opposé¢ a 1’amplitude du symptdme qu’il
mesure. Ces z-scores ont par la suite été globalisés par catégories de troubles d’aprés la
méthode employée par Guilloux et al., (2011), a savoir les troubles de type anxieux, les
troubles de type dépressif, les troubles somatiques, les troubles cognitifs et I’anhédonie. Cette
globalisation en catégorie a permis I’analyse de corrélations entre les troubles, afin d’établir
les relations existantes dans 1’émergence de troubles par un protocole de SCLI. Cependant, les
z-scores ne disposent pas de bornes dans leur répartition ce qui peut donner artificiellement un
poids important a certains parametres lorsque le groupe référent présente une déviation
standard faible. Afin de permettre une représentation bornée des troubles étudiés, nous avons
utilisé une normalisation par une méthode de « feature rescaling » conduisant a I’obtention

d’un index d’amplitude des troubles variant entre 0 et 1. Afin d’améliorer les représentations
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graphiques de ces index, nous avons appliqué un coefficient de 4, augmentant ainsi 1’échelle
de répartition. Ainsi, 2 formules ont été employées afin d’obtenir cet index, en fonction du

sens de variation du parameétre indexé :
Si le paramétre augmentant témoigne d’une augmentation de I’atteinte :

Valeur observée — min (échantillon)

Index = (max(échantillon) — (min(échantillon))

Si le paramétre augmentant témoigne d’une diminution de I’atteinte :

Valeur observée — min(échantillon)
Index = |1

B (max(échantillon) — (min(échantillon))

Cet index a ainsi permis de redistribuer I’ensemble des valeurs brutes intrinseques a
chaque parameétre de chaque test sur une échelle de 0 a 4. Les index de chaque parameétre ont
par la suite pu étre moyennés par catégorie de troubles (anxieux, dépressif ...) afin de

comparer les impacts du stress et du vieillissement entre ces catégories.

L’ensemble des données (valeurs brutes, index et z-score) a été analysé via un logiciel
d’analyses statistiques (StatView®) par des ANOVAs ayant pour facteurs /’dge au moment
du SCLI et la condition de SCLI. Lorsque des effets montrent une significativité globale
(p<0.05), I’analyse est affinée par des tests post-hoc (test F de Sheffe) afin d’identifier
I’origine de la significativité. Pour certains tests, nous avons également utilisé un test t de

Student pour comparer les performances moyennes par rapport au hasard.

Les significativités présentées dans les résultats de ce manuscrit sont établie a p<0.05
avec des notifications graphiques distinctes en fonction des parameétres comparés : Effet du
SCLI : *p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001 ; Effet de ’age : $p<0.05 ; $$p<0.01 ; $$$p<0.001,
et effet du génotype : #p<0.05 ; ##p<0.01 ; ###p<0.001.
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RESULTATS EXPERIMENTAUX
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Chapitre | — Emergence de troubles liés au stress chronique dépendante de 1’age

Chapitre I : L’émergence des troubles
associés au stress chronique est dépendante

de I'age du sujet
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Chapitre | — Emergence de troubles liés au stress chronique dépendante de 1’age

Introduction

Comme décrit dans 1’introduction de ce manuscrit, la réponse de stress de I’organisme
a principalement une visée adaptative (Selye, 1973) et permet de faire face aux menaces.
L’activation de 1’axe HPA entraine alors la libération de GC qui exercent alors de nombreuses
fonctions aux niveaux périphérique et central afin de mobiliser les ressources nécessaires pour
retourner a un équilibre homéostasique. Ce phénomeéne est particuliérement vrai lors d’un
stress aigu, ponctuel. Cependant, le stress, s’il est répété, peut mener a I’épuisement de
I’organisme et par la suite a I’émergence de diverses pathologies comme des troubles anxio-

dépressifs (Katz et al., 1981).

Depuis de nombreuses années, les travaux sur le stress chronique ont permis de mettre
en évidence la prévalence de troubles, principalement dépressifs, chez le rongeur. Ces
troubles ont été mis en avant chez certains modeles, avec des variantes en fonction de la
souche utilisée (Gilad et al., 1993; Pothion et al., 2004). De plus, de hombreuses études se
sont intéressées a I’impact du stress chronique a différentes époques de la vie : période
néonatale (Sternberg and Ridgway, 2003; Toth et al., 2008a), adolescence (Sterlemann et al.,
2008; Bourke and Neigh, 2011) age adulte ou période agée en comparant entre certaines de
ces tranches d’ages (Toth et al., 2008b). L’indentification de structures cérébrales sensibles,
comme I’amygdale ou I’HPC, dans les troubles de I’anxiété et la dépression a
progressivement poussé la communauté scientifique a s’intéresser aux périodes critiques de
développement et de dégénérescence de ces structures (figure 46; Lupien et al., 2009). De
plus en plus d’auteurs s’intéressent au stress chronique et a son impact sur le développement
des individus a des ages tres jeunes (Liu et al., 1997; Meaney, 2001) ou bien, a son impact sur
le vieillissement chez des sujets agés (Landfield et al., 1981; Landfield et al., 2007). Ainsi,
I’étude du stress chronique chez I’adulte a progressivement été délaissée ou alors cantonnée a
des classes d’age adulte relativement jeunes (Zisook et al., 2007). Ceci a tres certainement été
amplifié par les études montrant que le rat adulte exposé a un stress chronique serait,
partiellement voire totalement résilient trois semaines aprés 1’arrét du stress, tant sur le plan
symptomatologique que sur le plan neurobiologique (Taliaz et al., 2011; McEwen and
Morrison, 2013).
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Prenatal stress Postnatal stress Stress in adolescence Stress in adulthood Stress in aging
Birth 2 8 18 30 60 90
| 1 | 1 1 | 1
Amygdala oooo I:I]]EIEII]DDI]EIEII]I I ] [  Amygdala
Frontal cortex[10(1(] DﬁDD oooooCooOODOCOODOOODODODDE [ Frontal cortex
Hippocampus 1[0 Dj][lﬂl]l] goooo " ; Tl Hippocampus
Effect on Programming effects Differentiation effects Potentiation/ Maintenance,/ Maintenance/
HPA axis incubation effects manifestation effects manifestation effects
Outcome T Glucocorticoids T Glucocorticoids TT Glucocorticoids T Glucocorticoids T Glucocorticoids
[maternal separation) (depression) (cognitive decline)
1 Glucocorticoids 1! Glucocorticoids 1 Glucocorticoids 1 Glucocorticoids
(severe trauma) (PTSD) (PTSD)

Figure 46 : Modéle développemental et dégénératif des altérations liées au stress

Les structures présentées subissent une phase de développement, avec une période de sensibilité
importante aux GC (barres bleues segmentées) qui précéde une période de développement rapide (barres
bleues) puis une phase dégénérescence (en rouge). Le stress prénatal entraine des altérations dans le
développement de structures jouant un role dans la régulation de 1’axe HPA (hippocampe, amygdale et
cortex préfrontal) : ce sont les effets programmeés. Le stress postnatal présente davantage de variabilité
en fonction du type de stress. Entre 0 et 2 ans, I’hippocampe semble étre la structure la plus sensible au
stress. Pendant ’adolescence, 1’hippocampe est pleinement développé, mais I’amygdale et le cortex
préfrontal restent sensibles au stress. L’amygdale est une structure dont le développement reste sensible
jusqu’a I’age de 20 ans. A I’age adulte, les structures entament une phase de déclin, initiée généralement
par I’hippocampe qui continue tout au long du vieillissement. A ces ages I3, le stress peut entrainer des
atteintes précoces (manifestations effects) ou des phénomeénes de maintien d’altérations normalement
transitoires (maintenance effects). (Lupien et al., 2009)

Cependant, d’autres études ont démontré D’existence d’une charge allostatique
(McEwen and Seeman, 1999) qui peut aggraver les dérégulations au fil d’expositions répétées
et de I’age avancant (McEwen, 2003b). A partir de ce constat, nous nous sommes donc
intéressés aux variabilités comportementales observables chez des souris adultes exposées au
stress chronique sur des tranches d’ages adultes successives. Nous avons alors émis, dans un
premier temps, I’hypothése qu’il existe un gradient d’émergence et/ou d’amplitude des
différents types de troubles associés au stress chronique. Dans un second temps, nous
avons émis I’hypothése que le stress chronique, par sa capacité de charge allostatique
précipite I’émergence de troubles liés au vieillissement normal, entrainant alors un

vieillissement précoce.

Le but de cette premiere partie expérimentale a alors été de caractériser différents

types de déficits chez la souris ayant été confrontée a un stress chronique en fonction d’un
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gradient d’age adulte. Nous avons utilisé 5 tranches d’ages adultes successives situées entre 4
et 14 mois et analysé les troubles somatiques, les troubles hédoniques, les troubles de type
dépressifs, les troubles de type anxieux et les troubles cognitifs ainsi que les derégulations de
I’axe HPA en sortie de protocole de stress chronique. Ces travaux sont les premiers a
utiliser une telle chronologie permettant la comparaison directe de la sensibilité au stress
chronique chez la souris adulte. Nous avons également testés des animaux agés de 18-20
mois afin de déterminer I’impact d’un stress chronique chez le sujet 4gé et de comparer le

profil comportemental d’animaux agés avec ceux d’animaux adultes.

Méthodologie

L’ensemble de I’étude a été réalisé sur des souris C57BL/6 provenant du méme lot
divisé en 6 classes d’age dont les détails sont donnés dans le tableau 7. L’age présenté est
celui des animaux entre le début du protocole de stress chronique léger imprédictible (SCLI)
et la fin des études comportementales, correspondant & 2 mois complets (6 semaines de SCLI

+ 2 semaines d’évaluations).

Tableau 7 : Répartition des animaux dans les groupes expérimentaux

Age 4-6 mois 6-8 mois 8-10 mois 10-12 mois | 12-14 mois | 18-20 mois
Condition Ctrl | SCLI | Ctrl | SCLI | Ctrl | SCLI | Ctrl | SCLI | Ctrl | SCLI | Ctrl | SCLI
Nombre 10 10 | 10 10 10 10 10 9 9 10 16 7

Chaque classe d’age a été divisée en 2 conditions, une condition contrdle (Ctrl dans le
tableau) et une condition SCLI (stressée par le protocole de SCLI). Les animaux du groupe
contrdle ont été groupés par cages de 5 individus, stabulés et élevés dans les conditions
standard de 1’animalerie. Afin d’identifier chaque animal, un marquage auriculaire a été
réalisé a I’aide d’un poingon. Les animaux du groupe SCLI ont été placés en cage individuelle
et stabulés dans une piece isolée afin que le stress généré ne puisse interférer avec les
conditions d’élevage des animaux du groupe contréle. Les animaux SCLI de chaque classe
d’age ont alors suivi le protocole de stress chronique pendant 6 semaines tandis que leurs
homologues contrdles sont restés en stabulation a 1’animalerie. Durant le protocole, les

animaux ont été hebdomadairement pesés et leur pelage a été évalué selon les criteres décrits
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dans le « Matériel et Méthodes » de ce manuscrit. La figure 47 précise la chronologie des tests

qui ont eu lieu apreés la fin du protocole de SCLI, pour toutes les classes d’age.

\ Anhédonie

semene M

T.Maze T.Maze T.Maze
Habituation 1 Habituation 2 Pré-test

Semaine 2

Figure 47 : Chronologie expérimentale du SCLI et des évaluations réalisées

Les préeléevements de sang destinés aux dosages de la CORT ont été realisés le jour suivant la fin du
protocole de SCLI, entre 8h et 10h. Le test d’anhédonie a ensuite été réalisé sur 48h puis les animaux ont été
successivement évalués a raison d’un test comportemental par jour dans 1’ordre suivant : EPM : Elevated
Plus Maze ; FST : Forced swim test ; Exploration libre ; TST : Tail Suspension et T-maze.

L’ensemble des parametres mesurés sont résumés dans le Tableau 8. Afin de réaliser
des analyses de corrélations entre les différents symptomes étudiés, les paramétres présentés
ci-dessous ont été normalisés selon le calcul d’un z-score. Ceci permet d’identifier la variation
d’un parametre par rapport a un groupe référent (ici les animaux controles de 6 mois). Enfin,
pour permettre une représentation bornée des différents symptdmes engendrés par le stress
chronique, un index d’amplitude allant de 0 & 4 (dont le détail est donné dans la partie

« Matériels et Méthodes » de ce manuscrit) a été calculé.
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Tableau 8 : Parameétres mesurés dans chacun des tests réalisés

Catégorie de Troubles

Troubles Somatiques

Test
Etat du pelage

Parametres

Score des 7 parties du corps en semaine 7

Latence d’immobilisation

FST -
; Immobilité (%)
Troubles Dépressifs

Latence d’immobilisation

TST _
Immobilité (%)
Temps dans les bras ouverts (%)

EPM

Troubles Anxieux

Entrées dans les bras ouverts (%)

Exploration Libre

Latence de 1" redressement

Nombre total de redressements

Troubles Cognitifs

T-Maze

Alternance globale

Anhédonie

Préférence au Sucrose

Préférence au sucrose (%)
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Résultats expérimentaux

1. Effets du SCLI a différents ages adultes et chez le sujet age.

a. Taux de corticostérone plasmatiques
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Figure 48 : Concentration basale de corticostérone plasmatique en fonction de I’age
des animaux et de leur condition de SCLI

La concentration en CORT en ng/ml est obtenue a partir de prélevements sanguin sous-
mandibulaires sur animal vigile chez des animaux adultes (A) et &gés (B). Le SCLI entraine
une élévation des taux de CORT chez toutes les classes d’age évaluées ; Moyenne = s.e.m. ;
Effet SCLI : *p<0,05 ; **p<0,01

Les dosages de CORT réalisés au terme du SCLI chez les sujets adultes (figure 48A)
ont permis de mettre en évidence une élévation significative de la concentration plasmatique
(ANOVA, effet SCLI : F( .88=33,096 ; p<0,0001 ; test de Scheffe p<0,0489) quel que soit
I’age auquel les animaux ont été¢ exposés au stress (ANOVA, effet de 1’age F.88=0,291;
p=0,8832 ; interaction entre les facteurs: Fu.g5=1,56; p=0,19). Cette augmentation a
également été observée chez le sujet agé (p=0,0427). Ces données témoignent d’une élévation
significative des taux de CORT chez tous les groupes d’animaux ayant suivi le SCLI, aussi

bien chez la souris adulte qu’agée.
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Figure 49 : Ratio des taux de corticostérone en réponse a un SCLI en fonction de 1’Age chez la souris
adulte et agée

Le ratio est calculé pour chaque animal SCLI par rapport a la moyenne des animaux contréles correspondant
a sa tranche d’age. L ¢lévation des taux de CORT en réponse au SCLI est plus importante chez les jeunes
adultes que chez les autres classes d’age ; Moyenne £ s.e.m. ; Effet &ge, par rapport aux animaux de 6 mois :
$p<0.05 ;$$p<0.001.

L’analyse du ratio des taux de CORT des animaux stressés relativement a leurs
contrbles de méme age (figure 49) indique un effet age (p=0,0005) qui se traduit par un ratio
significativement plus élevé chez les animaux adultes de 6 mois par rapport a toutes les
classes d’age (p<0,048). Ceci suggere une plus grande sensibilité au stress chronique chez les
animaux adultes jeunes (6 mois) qui diminue avec 1’age jusqu’a un ratio minimal chez les
animaux age de 10 mois. Cependant, la sensibilité tend a réapparaitre chez I’adulte vieillissant

(différence entre 10 mois et 14 mois : p=0,06).
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b. Evaluations somatiques

Evaluation pondérale
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Figure 50 : Variations somatiques observables aprés un protocole de SCLI sur le poids et I’état du
pelage chez des souris adultes et des souris agées

Le poids présenté (A-B), ainsi que 1’état du pelage(C-D) sont ceux observés en sortie de protocole de
SCLI. Le SCLI entraine une perte de poids chez les adultes les plus jeunes et chez les adultes les plus
agés ainsi qu’une détérioration du pelage chez toutes les classes d’age. Le poids est exprimé en grammes
et I’état du pelage en unité arbitraire. Moyenne * s.e.m.; Effet du SCLI: *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001 ; Effet age :$p<0,05.

Les analyses réalisées sur le poids des souris adultes (Figure 50A) montrent qu’il
existe une différence en fonction de la condition de SCLI (F( .s=4,868 ; p=0,03) et en
fonction de 1’age (F.88=24,985 ; p<0.0001). Cette derniére est due principalement a une
augmentation croissante du poids de I’animal avec 1’age, quelle que soit la condition de SCLI.
Cependant une interaction age x SCLI indique que chaque classe d’age ne répond pas de la
méme fagon au SCLI (F.88=4,146 ; p=0,004). Les poids moyens sont significativement plus
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faibles chez les animaux adultes les plus jeunes (6 mois) et chez les plus agés (14 mois) suite
au SCLI comparativement a leurs contrbles de méme age (p=0,05 et p=0,0074
respectivement). Aucune différence significative n’émerge sur les classes d’age
intermédiaires. Chez les animaux agés de 20 mois, 1’évaluation du poids n’indique aucune

différence significative entre les conditions de SCLI (p=0,99).

Evaluation du pelage
La figure 50C montre une altération du pelage aprés les 6 semaines de SCLI sur les 5

classes d’age adulte. Les analyses indiquent un effet significatif du facteur age et du facteur
SCLI (F4.88=12,775 ; p<0,0001 et F(1 .85=8,459 ; p<0,0001 respectivement) sans interaction
des deux facteurs (F.88=1,79 ; p=0,13). Ainsi, I’exposition au SCLI altére significativement
I’état du pelage chez toutes les classes d’ages (p<0.01). Toutefois, 1’impact est
significativement plus important chez les animaux agés de 14 mois comparativement aux
animaux de 6 et 8 mois (p<0,016). Chez des animaux ages de 20 mois, aucune différence
n’est rencontrée en fonction du SCLI (p=0,7407). Ainsi ces données suggerent que 1’atteinte
somatique liée au stress chronique est caractérisable uniquement chez les animaux adultes en

raison des dégradations qui s’installent avec 1’age chez les sujets n’ayant pas été stressés.

c. Evaluations des troubles de type dépressif

Préférence au saccharose
L’anhédonie fait partie des symptdmes constants chez les patients dépressifs et

constitue un des marqueurs de dépression retrouvées dans les modeles animaux. Nous avons
alors testé cette symptomatologie a I’issue des 6 semaines de SCLI via le test de préference au
saccharose (figure 51). L’ANOVA a 2 facteurs, menée sur les préférences de souris adultes,
révele un impact du SCLI (Fq :8=8,312 ; p=0,005) et un effet 4ge (F .g5=4,683 ; p<0,0018)
sans interaction entre les facteurs (F( :88=1,68 ; p=0,16). Toutefois, 1’analyse a posteriori par
des tests de Scheffe indique des différences significatives uniquement entre des animaux
adultes stressés de 12 et 14 mois et leurs controles (p=0,0388 et p=0,0279 respectivement).
Contrairement a notre hypothése, les résultats révélent le maintien d’une préférence pour le
saccharose chez les animaux exposés au SCLI tandis que cette préférence s’estompe avec
I’4ge chez les animaux contréles. De plus, des tests de comparaison au hasard (t de Student)
indiquent des préférences pour le saccharose non significativement différentes du hasard
(50%) chez les animaux controles de 12 et de 14 mois (t(9)=0,198 ; p=0,8473 et t(8)=-0,294 ;

p=0,7763 respectivement). Par ailleurs, I’analyse de la quantité totale des boissons
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consommées ne montre aucun effet des facteurs age et SCLI (respectivement, F .g5=0,18 ;
p=0,8929 et Fy.85=1,165; p=0,3317), indiquant que les effets observés relévent bien de
modifications qualitatives d’ordre hédonique et non pas de modifications quantitatives du

comportement dipsique.
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Figure 51 : Consommation préférentielle de saccharose suite a un stress chronique en fonction de
I’4ge chez des souris adultes et agées

La préférence pour le saccharose chez des souris adultes (A) et des souris agées (B) est exprimée en
pourcentage. Le SCLI entraine un maintien des préférences pour le saccharose malgré une diminution
observable chez les contrbles aprés 1’dge de 10 mois ; Hasard a 50% ; Moyenne + s.e.m. ; effet SCLI :
*p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001.

Chez les sujets agés, aucune différence significative n’émerge entre les groupes
(p=0,075). Par contre, les animaux SCLI présentent une réelle préférence pour le saccharose
comparativement au hasard (50%) alors que la préférence des animaux contrdles n’est pas
significative (respectivement, t(6)=4,501; p=0,0041) et t(15)=0,630; p=0,5383). Aucune
différence concernant le volume consommé n’est également retrouvée chez 1’animal agé
(p=0,9423).

138



Chapitre | — Emergence de troubles liés au stress chronique dépendante de 1’age
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Figure 52 : Latence d’immobilisation dans le test de Nage Forcée de Porsolt chez des animaux adultes
et agés

Le comportement des animaux a été enregistré puis quantifié en aveugle. La latence d’immobilisation est
exprimée en secondes dans le test chez des souris adultes (A) et chez des souris agées (B). Le SCLI entraine

une diminution de la latence d’immobilisation chez toutes les classes d’age ; Moyenne = s.e.m. ; Effet
SCLI : *p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001.

L’analyse des latences pour s’immobiliser dans le test de FST chez des animaux
adultes (figure 52A) montre un effet significatif du SCLI (F( .85=53,961 ; p<0,0001) sans
effet du facteur age (F( .85=1,181; p=0,3246) ni de I’interaction des facteurs (p=0,58).
L’analyse a posteriori par le test de Scheffe indique que tous les animaux adultes SCLI, quel
que soit 1’age, s’immobilisent plus rapidement que des animaux contrdles (p<0,045). Cette
observation est reproduite chez les animaux agés (figure 52B) qui s’immobilisent plus

rapidement lorsqu’ils ont été stressés (p=0,0107).
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Figure 53 : Evaluation comportementale des troubles de type dépressif chez la souris adulte et
ageée dans un test de Nage Forcée de Porsolt

Le comportement des animaux a été enregistré puis quantifié en aveugle. Le SCLI entraine une
augmentation du pourcentage de temps passé immobile (A-B) associée a une diminution de
I’escalade des parois (C-D) et une augmentation du temps passé a nager (E-F) sur les 4 premieres
minutes du test, chez des souris adultes et chez des souris agees. Moyenne + s.e.m. ; Effet SCLI :
*p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001

140



Chapitre | — Emergence de troubles liés au stress chronique dépendante de 1’age

L’ANOVA réalisée sur le pourcentage d’immobilité chez les souris adultes (Figure
53A) montre un effet SCLI significatif (F(.85=38,81; p<0,0001) sans effet &ge
(Fa:88=2,079; p=0,0903) ni d’interaction des facteurs (F.s=1; p=0,39). Les comparaisons
a posteriori par un test F de Scheffe indique une différence significative pour toutes les
classes d’age (p<0,0233) sauf pour les animaux de 14 mois (p=0,2503). Par contre, 1’effet du
SCLI observé chez des animaux de 20 mois est également significatif (p=0,0037).

L’augmentation de I’'immobilité s’accompagne d’une diminution marquée du temps
passé a escalader la paroi (Adultes : F1.85=128,178 ; p<0,0001 ; Scheffe : p<0,0004 ; Ages :
p<0,0001) et ceci, indépendamment de 1’age des sujets (Fu:88=2,3; p=0,09). Au contraire, le
temps passé a nager est globalement accru par le SCLI (F1 .88=23,501 ; p<0,0001), sans effet
de I’age ni d’interaction entre les facteurs (age : F 88=0,4; p=0,78 ; interaction : Fs .5=0,45;
p=0,76), méme s’il s’avére significativement plus élevé uniquement chez les adultes les plus
jeunes (6 mois) et les adultes les plus agés (12 et 14 mois ; Scheffe : p<0,0403) . Enfin, I’effet
SCLI sur le pourcentage de temps passé a nager n’est pas retrouvé chez des animaux ages de
20 mois (p=0,09). Globalement, ces résultats indiquent que le SCLI produit des

comportements de type dépressif quel que soit 1’age des animaux.

Suspension par la queue
Concernant le TST, I’ANOVA menée sur le pourcentage de temps en immobilité chez

les souris adultes (figure 54 A) indique un effet SCLI significatif (F( .s5=50,026 ; p<0,0001),
sans distinction selon 1’age (F.88=0,398 ; p=0,8095) ni interaction entre les facteurs
(Fa:88=4,8; p=0,12). Les tests F de Scheffe confirment que le SCLI augmente 1’immobilité
chez toutes les classes d’age adulte évaluees (p<0,0355). La latence d’immobilisation (figure
54C) varie également significativement selon la condition de SCLI (F .88=50,173;
p<0,0001) indépendamment de 1’age (F :88=1.404 ; p=0.2394) et de I’interaction des facteurs
(F@a:88=1,4; p=0,22) chez ’adulte. La diminution de la latence d’immobilisation chez les
animaux stressés est significative chez toutes les classes d’age (p<0,0188) sauf chez les
animaux adultes de 6 mois (p=0,0816). En revanche, aucun effet n’est observé chez les
animaux agés dans ce test (Immobilité . p=0,81 et Latence: p=0,122) en raison de
I’augmentation de I’immobilité des controles dgés. Ces données confirment 1’émergence de
troubles de type dépressif induits par six semaines de stress chronique chez I’animal adulte,

mais pas chez I’animal agé.
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Figure 54 : Evaluation comportementale des troubles de type dépressif chez la
souris adulte et la souris agée dans un test de Tail suspension-test

Le comportement des animaux a été enregistré puis quantifié a 1’aveugle. Le SCLI
entraine une augmentation du temps passé immobile (A-B) ainsi qu’une diminution de
la latence d’immobilisation (C-D) principalement chez des souris adultes. Moyenne +
s.e.m. ; Effet SCLI : *p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001.
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d. Evaluations des troubles de type anxieux

Labyrinthe en Croix Surélevé
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Figure 55 : Evaluation comportementale des troubles de type anxieux chez la souris adulte et
la souris agée dans un test de Labyrinthe en Croix Surélevé

Le comportement des animaux a été enregistré par un systeme de vidéotracking. Le SCLI entraine
une diminution du pourcentage d’entrées dans les bras ouverts (par rapport aux bras fermés) chez
des souris adultes (A) et &gées (B). Il entraine également une diminution du pourcentage de temps
passé dans les bras ouverts (par rapport aux bras fermés) chez des souris adultes (C) et des souris
agées (D). Moyenne * s.e.m.; Effet SCLI: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; Effet
age comparativement aux animaux de 6 mois : $p<0,05

La figure 55 montre les principaux résultats obtenus concernant le test en EPM sur les
pourcentages d’entrées (A-B) et de temps passé (C-D) dans les bras ouverts, comparativement
aux bras fermés. L’ANOVA menée sur le pourcentage d’entrées dans les bras ouverts chez
des souris adultes indique des effets significatifs du SCLI (F .5=30,170 ; p<0,0001) et de
I'age (F.88=3,409 ; p=0,0122) sans interaction (p=0,86). En effet, I'impact du SCLI est

significatif sur toutes les classes d’age (p<0,042) sauf chez les animaux de 8 mois (p=0,1110).
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A 20 mois, le SCLI a également un effet sur le nombre d’entrée dans les bras ouverts
(p=0,0012). L’effet de 1’age chez les animaux adultes est lié a la diminution du pourcentage
d’entrées dans les bras ouverts de la part des animaux de 14 mois comparativement aux

animaux de 6 et 8 mois (p<0,05).

L’ANOVA portant sur le pourcentage de temps passé dans les bras ouverts chez des
souris adultes (figure 55C) indique également un effet SCLI (Fq 85=14,849 ; p=0,0002) ainsi
qu’un effet de 1’dge (F.88=5,11 ; p<0,0009) sans interaction entre les facteurs (p=0,91). Par
contre, I’effet du SCLI, analysé a posteriori, montre que seuls les animaux SCLI de 6 mois et
de 14 mois présentent une diminution significative du pourcentage de temps passé dans les
bras ouverts comparativement & leurs homologues controles (p=0,0434 et p=0,0071
respectivement). A 20 mois, le SCLI a également un effet sur le temps passé dans les bras
ouverts (p=0,03). L’effet age réveélé par les tests a posteriori (test F de Scheffe) indique qu’il
est attribuable a une diminution significative du pourcentage de temps passé dans les bras
ouverts chez les animaux adultes de 14 mois comparativement aux autres classes d’age

(p<0,0253 sauf pour animaux de 12 mois : p=0,1263).

Ces résultats indiquent que paralléelement a une augmentation de I’anxiété avec 1’age,
I’impact du SCLI est plus marqué chez les adultes les plus jeunes et les adultes les plus agés

et persiste chez les animaux ages.

Exploration libre
Le test d’exploration libre a permis de compléter les données récoltées concernant

I’évaluation des troubles de types anxieux chez la souris. L’ANOVA menée sur le nombre de
redressements effectués pendant le test chez la souris adulte (Figure 56A) montre un effet
SCLI (F(1:88=21,854 ; p<0,0001), accompagné d’une interaction age X SCLI significative
(Fa:88=4,157 ; p=0,0039). Ainsi, I’effet du SCLI n’est significatif qu’a partir de 12 mois.
(p<0,0038). Chez des animaux agés de 20 mois (figure 56B), il n’y a pas d’effet SCLI
(p=0,78) sur le nombre de redressements en raison de la diminution des redressements chez

les sujets agés.
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Figure 56 : Evaluation comportementale des troubles de type anxieux chez la souris adulte
et la souris Agée dans un test d’Exploration libre

Le SCLI entraine une diminution du nombre de redressement chez les animaux adultes stressés
apres 1’age de 10 mois (A) associée a une augmentation de la latence de redressement chez ces
mémes animaux (C). Aucun effet n’est révélé chez les animaux agés concernant le nombre de
redressement (B) et la latence (D). Moyenne + s.e.m.; Effet SCLI: *p<0.05; **p<0.01;
***p<0.001.

L’analyse réalisée sur la latence d’exploration chez les souris adultes (Figure 56C)
indique un effet SCLI (F(1.88=22,916 ; p<0,0001) ainsi qu’un effet de ’age (F( 83=4,148 ;
p=0,004). Le stress chronique entraine une augmentation de la latence de redressement chez
les animaux adultes les plus jeunes (6 mois) et les plus agés (12 et 14 mois (p<0,0185). Avec
I’age, la latence de redressement tend également a augmenter méme si des analyses a
posteriori n’ont pas permis d’identifier de différence significative. A 1’dge de 20 mois, le

SCLI ne montre aucun effet sur la latence de redressement (p=0,8).

Globalement, ces résultats confirment 1’induction de troubles anxieux chez les souris

adultes les plus jeunes et les plus agés, ainsi qu’une augmentation de 1’état anxieux avec 1’age.
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e. Evaluations cognitives

Les performances de mémoire de travail spatiale ont été évaluées par un test
d’alternance en T-maze. Les pourcentages d’alternance mesurés lors du test avec des ITI de
30sec sont présentés dans la figure 57. Il est important de noter qu’aucune différence
significative n’a été révélée au 8°™ essai, avec I'ITI de 5 sec (ANOVA : F; 45=0,559 ;
p=0,4565 et F(4 85=1,11 ; p=0,3569). Les animaux n’alternant pas au 8°™ essai (environ 15%
de I’effectif total) ont tout de méme ¢été retirés de 1’analyse pour ce test. L’ANOVA a 2
facteurs réalisée sur le pourcentage d’alternance montre un impact du SCLI (F(1.71)=11,954 ;
p=0,0009) sans effet de 1’age (Fwu.71)=1,5; p=0,2) ni d’interaction entre les facteurs
(F@.71y=0,35; p=0,84). Cependant, une différence significative se retrouve uniquement chez
les animaux adultes de 12 et 14 mois qui alternent globalement moins que leurs homologues
controles (p<0,0468). L’étude des performances des animaux &gés de 20 mois ne montre

aucun effet du SCLI (p=0,1774).
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Figure 57 : Evaluation comportementale des troubles de mémoire de travail chez la souris adulte et
la souris &gée dans un test d’alternance spontanée en T-maze

Les performances d’alternance dans un test d’alternance en T-maze ont été quantifiées avec un ITI de 30
secondes chez des souris adultes (A) et chez des souris &gées (B). Le SCLI entraine une altération des
performances chez les animaux stressés apres 1’age de 10 mois. Le hasard est symbolisé par une ligne en
pointillées a 50%. Moyenne + s.e.m. ; Effet SCLI : *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001.

De plus, les scores des animaux SCLI adultes de 12 et 14 mois sont les seuls a ne pas
étre significativement différents du hasard (t(7)=0,35; p=0,7318 et t(6)=1; p=0,3559
respectivement). Il en est de méme avec les performances des animaux agés de 20 mois,
controles et SCLI (t(10)=1,86 ; p=0,8 et t(6)=0; p=0,99). Ainsi, I’atteinte de la mémoire de
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travail suite a un SCLI est effective uniquement chez les adultes les plus agés (12 et 14 mois)

et chez les animaux agés malgré une altération déja présente chez les animaux agés controles.

2. Synthese des Résultats

La figure 58 présente une synthése des différents déficits caractérisés selon les cing
classes de troubles liés au stress chronique (a savoir les détériorations somatiques, les troubles
de type dépressif, les troubles de type anxieux, les troubles cognitifs et I’anhédonie). L’ index
moyen calculé a partir de chacun des parametres mesurés dans les différents tests permet de

comparer 1’émergence et I’amplitude de chacun des symptomes.

a.  Une émergence hiérarchique des troubles induits par le SCLI selon I’age

L’atteinte somatique liée au SCLI chez les 5 classes d’ages adultes (6, 8, 10, 12 et 14
mois ; Fq .88=83,459 ; p<0,0001) est constante et son amplitude est augmentée avec 1’age
(Fa88=12,775; p<0,0001). Les troubles de type depressif liés au SCLI sont également
présents sur toutes les classes d’ages adultes (ANOVA : F(185=20,467 ; p<0,0001 ; test de
Scheffe : p<0,0036). En revanche, les troubles de type anxieux émergent chez 1’adulte de
fagon plus sporadique. Les analyses menées sur ces index montrent un effet du SCLI
(F(1:88=65,559 ; p<0,0001) ainsi que de 1’age (F 88=8,823 ; p<0,0001) sans interaction entre
les facteurs (F.88=1,2; p=0,3). Cependant, I’effet du SCLI se manifeste principalement chez
les animaux adultes les plus jeunes (6 et 8 mois ; p=0,0003 et p=0,0208 respectivement) et
chez les adultes les plus &gés (12 et 14 mois ; p=0,0003 et p<0,0001 respectivement). La
cognition est aussi impactée selon le SCLI (Fq.71)=12,538 ; p=0,0007) sans effet age ou
d’interaction (p>0,18), mais ce déficit n’apparait que tardivement puisqu’une diminution des
performances émerge uniquement chez les souris adultes les plus agés (p=0,0398 et p=0,0283
pour les animaux de 12 et 14 mois respectivement). Enfin, PANOVA menée sur les
préférences pour le saccharose montre un effet du SCLI (F .88=8,311 ; p=0,005) ainsi qu’un
effet de I’age (F( .88=4,683 ; p<0,0018). Cependant et contrairement aux résultats attendus,
les animaux SCLI maintiennent une preférence élevée pour le saccharose alors qu’une
anhédonie s’installe avec 1’age chez les contrdles. Chez les animaux &gés (20 mois) le SCLI
n’a permis d’induire que des troubles de type dépressif (p=0,0009), les autres symptomes

mesurés ne montrant pas de différence significative entre les groupes expérimentaux

147



Chapitre | — Emergence de troubles liés au stress chronique dépendante de I’age

(Anhédonie : p=0,0675; Cognition: p=0,2839; Somatique : p=0,5157) si ce n’est une
tendance sur les troubles de types anxieux (p=0,0523).

Somatique Somatique
4

Anhédonie Dépression  Anhédonie

& Contrble
Somatique B SCLl

Anhédonie s Dépression  Anhédonie 3 Dépression

Cognition Anxiété Cognition Anxiété

Anhédonie g Dépression Anhédonie ¢ Dépression

Figure 58 : Représentation des profils comportementaux de souris adultes et agées en fonction de I’age
d’exposition au SCLI

Chaque pentagramme illustre les index d’amplitude moyen de chaque symptdéme d’une classe d’age
différente, avec les animaux contréles (en bleu) et les animaux SCLI (en rouge). Les troubles somatiques, de
type dépressif, de type anxieux, de la cognition et I’anhédonie sont présentés selon un index de 0 a4 4, 0
signifiant « pas d’atteinte » et 4 «tres atteint». Cette représentation permet d’identifier I’émergence
différentielle des effets du SCLI en fonction de I’age d’exposition ; Moyenne par catégorie ; Effet SCLI :
*p<0.05 ;**p<0.01 ;***p<0.001.
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Tableau 9 : Corrélations entre les différents troubles observés chez le sujet adulte

Amplitude normalisée du trouble chez I'adulte (Z-Score)
Corticostérone Somatique Anxiété Dépression Anhédonie Cognition
r p r p r p r p r p

[ L
0 __ [Corticostérone 029| 00040 031| 00025 028 g0062| -002| 08717 014| 01677
= N o A
g% g [Somatiaue -003| 0754 014| 01899
6 @ @ |anxiéte
cE3s N -012| 02694 17| 0113
v 3 p .
° o § Dépression 022| 00323
= had 3 7 .
= _g _'g Anhédonie | -0,03| 0,8051
g Cognition

Le tableau 9 indique les corrélations retrouvées entre les différentes catégories de
symptomes présents chez ’adulte. Le calcul des z-scores a permis de synthétiser les différents
parameétres d’un test en une seule composante, elle-méme regroupée avec la composante d’un
autre test pour former une catégorie de symptdbmes. De facon intéressante, la
corticostéronémie a 1’age adulte, les troubles anxieux, les troubles dépressifs et I’atteinte
somatique sont tous corrélés entre eux. De cette fagcon, nous pouvons surtout voir que la
CORT est un marqueur de I’atteinte anxio-depressif chez le sujet adulte. Cependant, cette
derniére ne correle pas avec les troubles cognitifs, ni avec 1’anhédonie. Nous remarquons
également que I’anhédonie est corrélée négativement avec les troubles de type dépressif,

suggérant ainsi que I’atteinte dépressive augmente la préférence pour le saccharose.

Tableau 10 : Corrélations entre les différents troubles observeés chez le sujet agé

Amplitude normalisée du trouble chez I'dagé(Z-Score)

Corticostérone Somatique Anxiété Dépression Anhédonie Cognition
r p r p r p r p r p
:g Eo Corticostérone 0,37| 02389 018| 05777 051| 00952 -0,52| 0,0858 0,62| 00295
TEB E = Somatique 041| 01973 0,09| 0,7788 012| 07177 045| 01413
S E g [Amete 043| 01613| -026| 04251] 032| 03203
§ § ;_ Dépression -0,37| 02501 067| 00153
% g Anhédonie 0,01 0,969
5 'g Cognition

Chez les animaux agés (20 mois), aucune corrélation entre les parametres emotionnels
n’a été retrouvée. Cependant, une corrélation entre les taux de CORT et les troubles cognitifs
est apparue, alors que la corticostéronémie corrélait avec les troubles émotionnels chez

I’adulte.

149



Chapitre | — Emergence de troubles liés au stress chronique dépendante de I’age

Globalement, I’impact d’un stress chronique s’amplifie avec I’age mais les différents
troubles induits s’installent de maniére différentielle selon 1’age d’exposition : les troubles
somatiques et les troubles dépressifs sont constants et les troubles anxieux émergent chez les
adultes les plus jeunes et les plus agés alors que les troubles cognitifs n’apparaissent que chez

les plus agés.

Chez la souris agée de 20 mois, seuls des troubles de type dépressif et une tendance
aux troubles de types anxieux se surajoutent aux déficits liés a I’age. Ainsi les effets du
vieillissement viennent masquer les effets produits par un stress chronique. Ceci suggére une
certaine similitude entre les effets produits par le stress chronique et ceux liés au

vieillissement.

b. Stress chronique chez I’adulte : modéle de vieillissement accéléré
La figure 59 montre la comparaison réalisée entre des animaux adultes de 12 mois

ayant suivi le SCLI et des animaux agés de 20 mois contréles.

Somatique Somatique

Anhédonie Dépression Anhédonie Dépression

12 mois 20 mois

Anhédonie £ Dépression

==¢==20 mois Non Stress

«fll=12 mois Stress

Figure 59 : Comparaison de profils comportementaux issus de 2 classes d’age différentes.

Comparaison entre des animaux SCLI de 12 mois (a gauche) et des animaux contrdles de 20 mois (a
droite). La comparaison des profils est présentée sur le pentagramme du bas. Moyennes par catégorie
de troubles ; Différence entre les groupes : £££p<0.001
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Les comparaisons ont montré que le profil des animaux SCLI de 12 mois et celui des
animaux agés (contréle) étaient les plus proches. L’analyse de ces données indiquent que les
profils comportementaux de ces 2 groupes sont similaires concernant les troubles de type
anxieux (p=0,2449), les troubles cognitifs (p=0,4591), latteinte somatique (p=0,6063) et
I’anhédonie (p=0,1087). Seuls les comportements de type dépressif des animaux SCLI du
groupe 12 mois témoignent d’une atteinte plus marquée que celle mesurée chez les animaux

contrdles ages de 20 mois (p<0,0001).

Ainsi, hormis des symptdmes de dépression plus marqués, un épisode de stress
chronique survenant chez I’adulte de 12 mois reproduit un profil comportemental similaire a
celui de sujets agés de 20 mois ayant suivi un vieillissement normal, sans perturbation

particuliere.

Discussion

Cette premiere étude avait pour but d’identifier les différences d’émergence des
symptémes liés au stress chronique chez la souris adulte. Les résultats ont indiqué que
I’exposition a un SCLI chez la souris adulte conduisait a une augmentation de 1’activité de
I’axe HPA et a Dl’induction de différents symptomes selon 1’dge du sujet. Malgré une
variabilit¢ d’émergence, certains troubles ont été observés chez toutes les classes d’age
évaluées. L’induction de troubles somatiques et de troubles dépressifs apparaissent de
maniére constante avec 1’age. En revanche, les troubles anxieux et cognitifs apparaissent de

maniére différentielle selon 1’age d’exposition au stress chronique.

Tout d’abord, tous les animaux exposés au SCLI ont présenté une élévation des
concentrations de CORT. Ces résultats sont concordants avec les travaux de la littérature qui
ont démontré 1’augmentation des taux de CORT lors d’un stress chronique chez de
nombreuses espéces ou souches d’animaux différentes (Pitman et al., 1988; Vogel and Jensh,
1988; Shanks et al., 1990; Yalcin et al., 2008), un effet qui constitue un des princeps du
modéele d’induction de troubles dépressifs par une dérégulation de I’axe HPA (Checkley,
1996). De facon intéressante, nous avons également pu constater une diminution de la
sensibilité de ’axe HPA en réponse au SCLI avec I’dge avangant, de maniére cohérente avec

des résultats antérieurs (Rich and Romero, 2005).

151



Chapitre | — Emergence de troubles liés au stress chronique dépendante de 1’age

Ensuite, la détérioration de I’état du pelage par le stress chronique est apparue chez
toutes les classes d’age adulte étudiées. Cette détérioration peut résulter de dérégulations
physiologiques induites par le stress (Weiss, 1970; Higgins and Endler, 1995). Le toilettage
est une composante comportementale importante chez le rongeur qui est perturbée lors d’états

de stress chronique
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Figure 60 : Schéma hypothétique de I'évolution des troubles de I’anxiété

liés au stress chronique en fonction de ’Age reflétant une

Sur la base des résultats de cette étude, 1’évolution des troubles de 1’anxiété en altération plus
fonction de I’age est présenté chez des animaux controle (bleu) et des animaux L, o
stressés (rouge). Une phase de résistance (zone verte) au stress chronique | géneérale liée a I’état
semble se mettre en place aux alentours de 10 mois tandis qu’une vulnérabilité .
naturelle, liée & un phénomene de vieillissement normal, s’initie & partir de 12 de stress chronique
mois et atteint son maximum a I’age de 20 mois (zone orange). (Ducottet

et al,

2003) et a la dépression. Le désespoir comportemental conduirait alors 1’animal a ne plus
réaliser de soins autocentrés entrainant ainsi la dégradation progressive de son pelage. Cette
interprétation est cohérente avec la cooccurrence de I’atteinte somatique et de I’atteinte de
type dépressive que nous avons constatée (Yalcin et al., 2008). Les deux tests de dépression
utilisés (FST et TST) témoignent de I’installation d’un désespoir comportemental induit par le
stress chez toutes les classes d’ages. Les effets antidépresseurs d’inhibiteurs de la recapture de
la noradrénaline et de la sérotonine interviennent respectivement sur I’escalade et sur la nage
dans un test de FST. Ces comportements locomoteurs, assimilables a un débattement de
I’animal dans le test, se retrouvent modifiés chez nos animaux stresses chroniquement, ce qui
suggere une modification de la neuromodulation noradrénergique et sérotoninergique chez ces

animaux, quel que soit leur age.

En revanche, les troubles anxieux n’apparaissent pas a chaque age (figure 60).
L’induction d’un profil anxieux par le stress chronique émerge chez les adultes les plus jeunes

et les plus agés. En effet, I’anxiété en lien avec I’exposition au stress chronique disparait a
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I’age de 10 mois. Ceci suggere 1’existence d’une période de résistance aux alentours de cet
age adulte. L’induction de troubles dépressifs sans atteinte de 1’anxiété lors d’un stress
chronique est cohérent avec des travaux antérieurs (Mineur et al., 2006), certains auteurs
rapportant méme une diminution de 1’état anxieux aprés I’exposition a un stress chronique
(Rossler et al., 2000). Par ailleurs, nous n’avons pas pu mettre en évidence de troubles
anxieux majeur chez les animaux agés de 20 mois ayant suivi le protocole de SCLI
comparativement a des animaux de méme age controles. Cependant, ceci peut en partie étre
expliqué par I’augmentation de 1’anxiété chez les animaux agés (Beekman et al., 1998) qui

viendrait alors masquer I’impact potentiel du SCLI.

Les troubles de la mémoire de travail se distinguent également par une émergence
différentielle en fonction de 1’4ge d’exposition au stress chronique. En effet, des animaux
SCLI adulte de 6 a 10 mois ne témoignent d’aucune perturbation concernant la mémoire de

travail. Cette atteinte
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Figure 61 : Schéma hypothétique de I’émergence des troubles de mémoire
de travail liés au stress chronique en fonction de I’Age L’absence de déficit

L’¢évolution des troubles de la mémoire de travail en fonction de 1’age est chez les animaux
présentée chez des animaux contrdles (bleu) et des animaux stressés (rouge). i .
Une phase de résistance au stress chronique semble étre présente jusqu’a 10 | Stressés plus — jeunes
mois (zone verte). Une atteinte naturelle, liée a un phénomeéne de
vieillissement normal, apparait par la suite entre 12 et 14 mois, et se manifeste
principalement a 20 mois (zone orange).

pourrait resulter de la

facilité du test

d’alternance spontanée utilisé, du fait d’ITI relativement courts (30 secondes). Un déficit de
mémoire de travail aurait pu étre révélé par des ITI plus longs. En effet, des travaux réalisés
dans notre équipe ont montré une altération de la mémoire de travail chez des animaux SCLI
adultes de 10 mois, lors d’une tiche d’alternance avec un ITI de 90 secondes. Le schéma
hypothétique présenté dans la figure 61 présente donc des limites inhérentes au protocole

employe. A un &ge plus avancé (i.e. 20 mois), les performances des animaux SCLI sont
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perturbées. Cependant, les animaux du groupe contrdle présentent des performances
également altérées, ce qui est en accord avec les résultats de la littérature montrant que le
vieillissement altére la mémoire de travail (Salthouse, 1990). De plus, les performances de
mémoire de travail, évaluées dans un test d’alternance séquentielle en T-maze avec des
intervalles courts, sont tributaires en grande partie de D’activité du cortex préfrontal
(Goldman-Rakic, 1995), activité impactée tant par le vieillissement normal (McEvoy et al.,
2001; Rypma et al., 2001; Vandesquille et al., 2013) que par la dépression majeure (Drevets
and Price, 2005). Il est donc tout a fait possible que les altérations liées au vieillissement
viennent masquer celles produites par le stress chronique lorsque le stress survient apres 1’age

de 12 mois.

Enfin, contrairement aux résultats de la littérature (Willner et al., 1992a; Strekalova et
al., 2004; Willner, 2005), nous n’avons pas pu constater d’anhédonie induite par 1’exposition
au SCLI. Les animaux &gés de 6 a 10 mois, quel que soit leur groupe d’appartenance ont tous
présenté une preférence pour le saccharose. Une telle observation a déja été rapportée dans
des études démontrant la surconsommation de solutions a fort caractére renforcant et
énergétiques chez des sujets stressés (Torres and Nowson, 2007) pouvant expliquer les cas
d’obésité liés au stress (Dallman et al., 2003). Si tel est le cas, 1’évaluation réalisée dans notre
¢tude n’a pas permis d’évaluer 1’anhédonie. D’autres auteurs proposent de substituer ce test
par I’utilisation de situations opérantes (nécessitant un effort) pour consommer un aliment
appetent (Isingrini et al., 2010). De facon surprenante, les animaux de nos groupes contréles
de 12 et 14 mois n’ont pas présenté de préférence pour le saccharose (consommation au
hasard : 50%). Il semblerait qu’une anhédonie se soit alors développée avec le vieillissement
comme 1’a récemment rapporté Malatynska et al., (2012). Si une anhédonie se met en place
avec le vieillissement et que le stress chronique entraine une elévation des consommations de
produits renforgants, il est peut-étre envisageable d’imaginer qu’un systéme de compensation

se mette en place chez ces animaux pour contrebalancer les effets délétéres du stress.

Pour finir, la correspondance des déficits évalués chez les animaux adultes stressés et
les animaux agés contrdles suggere qu’un vieillissement accéléré pourrait étre induit par
I’exposition au stress chronique. Ce phénomene a déja été propos¢ a différents niveaux :
cellulaire (Kerr et al., 1991; Wolkowitz et al., 2010), immunitaire (Bauer, 2008), ou encore
neurodégénératif (Sapolsky, 1999). Le stress chronique pourrait alors étre employé afin de

mimer certaines modifications émergentes par le vieillissement et servir ainsi de modele de
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vieillissement accéléré. Cependant, les corrélations et la mise en relations des différents
troubles présentent des disparités entre les animaux adultes de 12 mois et les animaux agés.
Ce modeéle de «vieillissement accéléré » est alors restrictif a un modele purement

symptomatologique.

En résumé, les résultats de ce premier chapitre ont permis de répondre a [’hypothese
suggérant qu’il existe un gradient d’émergence des symptomes liés a un stress chronique. En
effet, malgré 1’émergence constante de certains troubles comme les troubles de type
dépressifs, les altérations somatiques et 1’hypercorticostéronémie, certains symptomes
apparaissent de maniere plus sporadique. C’est principalement le cas des troubles anxieux qui
sont présents chez des adultes jeunes et chez des adultes d’age avancé, et des troubles
cognitifs qui n’émergent qu’au-dela de 12 mois. La comparaison des symptdmes de sujets
adultes stressés et de sujets ages a également permis de mettre en évidence une concordance
de profils comportementaux qui confortent 1I’hypothese selon laquelle le stress chronique chez

I’adulte précipite I’émergence de troubles normalement liés au vieillissement.
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Chapitre Il : Le Stress Chronique rencontré a
I'age adulte entraine des perturbations
comportementales a long terme et influence

les mécanismes épigénétiques
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Chapitre Il — Perturbations comportementales et marques épigénétiques du stress a long terme

Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons pu montrer que le stress chronique rencontré a
I’age adulte entrainait I’émergence de différents troubles liés a la dépression, immédiatement
apres sa survenue mais que cette émergence était fortement dépendante de 1’age des individus.
Le fort risque de rechute (Frank and Thase, 1999) et la sensibilité mise en place aprés un
premier épisode dépressif (Burcusa and lacono, 2007) laissent alors entrevoir une possible

persistance de ces troubles a long terme, voire leur récurrence.

La persistance a long terme ou la récurrence de troubles liés a un stress chez 1’enfant a
été déemontrée a la fois chez I’Homme (Hammar et al., 2003b) et chez I’animal, tant au niveau
comportemental (Maccari et al., 2003; Sterlemann et al., 2008; Weinstock, 2008) que
neurobiologique (Onishchenko et al., 2008). Aujourd’hui, de nombreuses études montrent
I’importance que le stress peut avoir lorsque qu’il a lieu chez des sujets trés jeunes (Bourke
and Neigh, 2012) ou adolescents (Sterlemann et al., 2008; Bourke and Neigh, 2011). Ainsi,
des études ont démontré que des troubles anxio-dépressifs chez 1’adulte pouvaient étre la
conséquence d’un stress subi pendant 1’enfance (Kalinichev et al., 2002a; Kalinichev et al.,
2002b; Putnam, 2003) ou I’adolescence (Kandel and Davies, 1986; Pine et al., 1999). Au plan
neurobiologique, ceci se traduit par des altérations de la neurogénése (Lajud and Torner,
2015), des modifications d’activité de I’axe HPA (Clarke et al., 1994; Maccari et al., 2003) ou
encore des modifications épigénétiques durables (Benoit et al., 2015). Cependant, a notre
connaissance, aucune étude ne s’est intéressée a la persistance a long terme de troubles li¢s au
stress chez I’adulte et aux conséquences que cela peut avoir chez le sujet agé. Nous avons
alors fait I’hypothése selon laquelle le stress chronique chez la souris adulte entraine des

troubles persistants et/ou récurrents a long terme chez le sujet agé.

Des marques épigénétiques sur des génes sont également présentes chez 1’animal
souffrant de troubles de type dépressif et sont associées a une modification ciblée et durable
de certains comportements. Ces changements qui affectent I’expression des génes sans
modifier la séquence d’ADN sont principalement impliqués dans la plasticité neuronale et
interferent avec le fonctionnement des systémes régulant la réponse au stress (McEwen et al.,
2012). Des études ont ainsi démontré qu’une augmentation des niveaux de méthylation dans
la région promotrice du géne codant pour les récepteurs GR dans ’HPC de ratons dont les

soins maternels ont été limités participaient a 1’émergence de troubles de type dépressif
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(Meaney, 2001; McGowan et al., 2011). En gardant a I’esprit le caractére durable de ces
modifications de méthylation qui ont pour conséquence une baisse de I’expression du GR qui
se maintient dans le temps, ces marques épigénétiques apparaissent comme de bons candidats
dans la compréhension de 1’émergence de troubles liés au SCLI et a la dépression. Nous
avons alors initié une étude, présentée dans ce chapitre mais qui reste encore a un stade
préliminaire, basée sur I’hypothése selon laquelle, il existe des marques épigénétiques liées
au stress chronique subi a I’dge adulte et associées a la persistance de troubles

comportementaux chez le sujet age.

Afin de répondre a ces deux hypothéses, nous avons a nouveau testé les animaux ayant
subi ou non un stress chronique a différentes périodes de leur vie d’adulte (Chapitre I) lorsque
ces derniers avaient atteint I’dge de 18 mois. Les perturbations a long terme engendrées par le
stress chronique ont alors été évaluées concernant les atteintes émotionnels persistantes (ou
récurrentes) ainsi que les troubles de la mémoire spatiale (HPC dépendante) ou de la mémoire
associative (striatum dépendante). Et pour terminer, une expérience préliminaire visait a
déterminer ’existence de marques de répression transcriptionnelle a long-terme aprés un

protocole de SCLI a I’age adulte.

Méthodologie

Tableau 11: Répartition des animaux pour I’étude comportementale en fonction de I’dge auquel est
survenu le stress chronique

Age au stress 4-6 mois 6-8 mois 8-10 mois 10-12 mois 12-14 mois
Condition NS | SCLI | NS | SCLI NS | SCLI NS | SCLI | NS | SCLI
Nombre 10 9 8 10 10 10 10 9 9 10

Dans ce second chapitre, nous avons travaillé avec les mémes animaux que
précedemment (excepté le groupe de 18-20 mois) qui ont atteint I’age de 18 mois. Suite au
protocole de SCLI et a 1’évaluation comportementale, présentée dans le premier chapitre,
toutes les souris ont été maintenues et ¢levées dans les conditions standards de 1’animalerie.
Le tableau 11 indique les effectifs des différents groupes d’animaux agés de 18 mois en
fonction de leur &ge au moment du SCLI. Nous avons évalué le statut cognitif et 1’état
émotionnel chez ces sujets agés par une série de tests comportementaux dont la chronologie

est présentée par la figure 62. Suite a ces évaluations comportementales, les animaux ont été
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sacrifiés afin de réaliser une analyse des modifications épigénétiques. Au moment du
sacrifice, le sang des animaux a été prélevé afin de réaliser un dosage de la CORT

plasmatique par une technique ELISA.
Repos Animalerie jusqu’a 18 mois /

Water-
Water-Maze Water-Maze Maze

App. Indicé App. Spatial Probe Test

Semaine 1

; Cond. Cond.
Semaine 2 Opérant Opérant

Acquisition Rétention

Figure 62 : Chronologie expérimentale des évaluations réalisées a long terme

Durant la semaine 1, ’apprentissage indicé en Water-Maze s’est déroulé sur 1 jour, I’apprentissage spatial
sur 5 jours et 1’essai test a eu lieu 1 heure apres la fin de I’apprentissage spatial. Chaque fléche de la semaine
2 correspond a une journée : E.P.M. : Elevated Plus Maze ; FST : Nage Forcée de Porsolt; T.S.T.: Tail
Suspension Test. Le sacrifice a été réalisé le lendemain des dernieres évaluations comportementales, entre
8h et 12h.

Les parametres comportementaux ont par la suite été normalisés par le calcul d’un z-
score (comme décrit dans la partie « Matériels et Méthodes » de ce manuscrit. Cette
normalisation a permis de réaliser une étude de corrélation entre les différents symptémes

présents chez les sujets ageés.

Les modifications de la triméthylation de I’Histone H3 en lysine 27 (H3K27Me3) a
long terme, engendrées par un SCLI, ont ainsi pu étre mises en évidence. L’étude de ces
modifications étant encore a un stade préliminaire, les effectifs présentés (Tableau 12) sont
plus faibles que ceux de I’é¢tude comportementale. Les résultats immunohistochimiques
présentés dans ce manuscrit sont exprimés en pourcentage de variation par rapport aux
mesures réalisées sur des cerveaux d’animaux de 18 mois naifs (n’ayant été soumis a aucune

expérimentation ou manipulation autres que celles nécessaires a leur élevage).
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Tableau 12 : Répartition des animaux pour I’étude épigénétique en fonction de I’Age auquel est survenu le
stress chronique

Age au stress 18 mois 4-6 mois 6-8 mois 8-10 mois 10-12 mois
Condition Naifs NS SCLI NS | SCLI NS SCLI NS SCLI
Nombre 2 6 3 3 4 2 4 3 5

Résultats expérimentaux

1. Le SCLI chez [l'adulte entraine une persistance de troubles
émotionnels chez le sujet agé.

a. Dosage de corticostérone
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Figure 63 : Activité basale de I’axe HPA sur la corticostérone plasmatique chez des animaux Agés de
18 mois en fonction de leur condition de SCLI et de leur &ge au moment du SCLI

Le SCLI survenu a I’age entraine une augmentation des taux de CORT a long terme chez le sujet agé. A :
Concentrations plasmatiques en ng/ml chez des animaux agés en fonction du SCLI et de I’age auquel le
SCLI est survenu ; B : Ratio des taux de corticostérone d’animaux SCLI relativement aux animaux controles
de la méme tranche d’age ; Moyenne * s.e.m. ; effet SCLI : *p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001 ; effet 4ge au
moment du SCLI par rapport au groupe 4-6 mois : $p<0,05 ; $$p<0.01 ; $$$p<0.001.

La figure 63A montre les concentrations plasmatiques en CORT chez les animaux
agés de 18 mois en fonction de 1’age auquel le SCLI est survenu. Les analyses réalisées sur
ces données témoignent d’un impact a la fois du SCLI (ANOVA : F(; .85=30,537 ; p<0,0001),
de [’dge au moment du SCLI (ANOVA : F .5=8,536 ; p<0,0001) et d’une interaction entre
les facteurs (ANOVA : Fu.85=2,5; p=0,04). Des tests F de Scheffe indiquent que ’effet du

SCLI est principalement di a des taux de CORT supérieurs chez les animaux exposés au
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stress a I’age de 6-8 mois, 10-12 mois et 12-14 mois (p<0,019). L’effet de /’dge au moment
du SCLI est quant a lui di a des concentrations de CORT significativement plus élevées chez
les animaux ayant suivi le protocole de stress a 10-12 mois (p=0,018) et a 12-14 mois
(p=0,0003) comparativement aux adultes stressés a 4-6 mois. L’évaluation des ratios (figure
63B) de concentration de CORT chez les animaux SCLI par rapport a leurs contrbles
respectifs indique un effet de I’age (F( .43=3,04 ; p=0,02). La comparaison des moyennes a
posteriori indique des différences significatives entre le groupe d’animaux stressés a 4-6 mois
et les groupes stressés a 6-8 mois (p=0,001), 10-12 (p=0,029) et 12-14 mois (p=0,001).

Ces données indiquent un maintien a long terme, chez le sujet 4gé de 18 mois, d’un

taux de CORT basale élevé chez les animaux ayant suivi le SCLI a partir de I’age de 6 mois.

b. Evaluations des troubles de type dépressif
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Figure 64 : Evaluation comportementale des troubles de type dépressif chez la souris agée en fonction
de I’Age d’occurrence du SCLI dans un test de Nage Forcée de Porsolt

Le comportement des animaux a ¢été enregistré puis quantifi¢ a I’aveugle sur plusieurs paramétres, puis
exprimé en pourcentage de temps sur les 4 premiéres minutes du test. A : Latence d’immobilisation en
secondes dans le test; B : Temps Immobile ; C : Temps d’Escalade, D : Temps de Nage, Le SCLI survenu
chez I’adulte entraine des répercussions a long terme de type dépressif chez le sujet ayant été stressé jeune
adulte ou adulte d’age avancé ; Moyenne + s.e.m. ; Effet SCLI : *p<0.05 ; **p<0.01
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L’ANOVA menée sur la latence d’immobilisation (figure 64A) ne révele aucun effet
significatif provenant du SCLI, ni de I’age au moment du SCLI ou de I’interaction entre ces 2
facteurs (Fq1.83=2,378; p=0,1268 ; F.83=1,198; p=0,3177 et F3=0,64; p=0,63
respectivement). Le pourcentage de temps passé immobile (figure 64B) sur les 4 premieres
minutes du test montre cependant un effet significatif du SCLI (ANOVA : F(1.83=21,35;
p<0,0001) mais pas de 1’age au moment du SCLI (F .3=0,907 ; p=0,4638), ni d’interaction
entre ces facteurs (F.83=1,3 ; p=0,26). Cette significativité liée au SCLI se caractérise par un
temps immobile significativement supérieur chez les animaux SCLI ayant suivi le protocole
de stress aux &ges de 4-6 mois et 10-12 mois (F de Scheffe: p=0,0021 et p=0,0031
respectivement) comparativement a leurs homologues contrdles. Les résultats concernant le
temps passé a escalader la paroi (figure 64C) présentent également un effet SCLI
(Fa :83=14,54 ; p=0,0003) mais sans effet de 1’age au moment du SCLI (F .83=0,619 ;
p=0,6501) ni d’interaction entre les deux facteurs (F(.3=0,41; p=0,79). Cet effet SCLI se
traduit par des temps a escalader la paroi globalement réduits de maniére significative chez les
animaux agés de 4-6 mois (Scheffe : p=0,0152) et 12-14 mois (Scheffe : p=0,049). Pour
terminer, le pourcentage de temps passe a nager ne présente pas d’effet SCLI, ni d’effet de
I’age au moment du SCLI et de I’interaction des facteurs (ANOVA : F(1 :83=2,018 ; p=0,0993
, F(a:83=2,846 ; p=0,0954 et F483=1,5 ; p=0,19 respectivement).
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Figure 65 : Effet global du SCLI sur les paramétres mesurés dans le test de Nage Forcée de Porsolt
chez la souris agée

Les résultats présentés dans cette figure illustrent les effets globaux du SCLI, sans tenir compte de 1’age
auquel les animaux ont subi le SCLI. A : Latence d’immobilisation en secondes dans le test; B : Temps
Immobile ; C: Temps d’Escalade, D : Temps de Nage, en pourcentage sur les 4 premiéres minutes du test.
Le SCLI survenu chez I’adulte influence donc principalement 1I’immobilité et I’escalade chez les sujets
agés : Moyenne * s.e.m. ; Effet SCLI : *p<0.05 ; **p<0.01
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Globalement, le stress chronique chez 1’adulte entraine des perturbations de 1’état de
type dépressif chez le sujet 4gé indépendamment de 1’age d’occurrence du stress (figure 65).
Quelques divergences comportementales en fonction de 1’age adulte auquel les animaux ont
suivi le protocole de SCLI sont tout de méme présentes. En effet, I’immobilité et le
renoncement au comportement de fuite persistent essentiellement chez les sujets agées ayant

été stressés sur une période d’age adulte jeune ou d’age adulte avancé.
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Figure 66 : Evaluation comportementale des troubles de type dépressif chez la souris agée en fonction
de I’dge d’occurrence du SCLI dans un test de TST

Le comportement des animaux a été enregistré puis quantifié¢ a 1’aveugle chez des souris agées de 18 mois
ayant été stressées durant leur vie d’adulte. A : Temps immobile (en pourcentage) pendant le test; B:
Latence d’immobilisation (en secondes) dans le test. Le SCLI survenu a I’age adulte entraine le maintien de
troubles de type dépressif lorsqu’il a eu lieu apres 1’age de 8 mois. Moyenne * s.e.m. ; Effet SCLI : *p<0.05

La figure 66 montre les résultats concernant le pourcentage de temps passé immobile
(A) et la latence d’immobilisation (B) dans le TST chez des animaux agés de 18 mois, ayant
suivi un protocole de SCLI a différents ages adultes. Les analyses du temps passé immobile
montrent un effet significatif du SCLI (F :85=15,369 ; p=0,0002) ainsi qu’un effet de 1’age
au moment du SCLI (F.5=2,876; p=0,0276) sans interaction des facteurs (F.s5=0,71;
p=0,58). L’effet du SCLI est en réalité le reflet d’une immobilité accrue chez les animaux
ayant suivi le SCLI entre 8 et 14 mois (p<0,04). Malgré un effet de 1’age au moment du SCLI,
aucune significativité n’est finalement révélée par les analyses post-hoc. L’ANOVA menée
sur les latences indique un effet du SCLI (F .85= 14,162 ; p=0,0003) mais pas d’effet de 1’age
au moment du SCLI (F.85=0,448;p=0,7748) ni d’interaction (F( g5y =0,09 ; p=0,98). Malgré
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un effet global du SCLI, seul les animaux ayant suivi le protocole a 1’age de 8-10 mois
présente une latence d’immobilisation plus faible que leurs homologues contrdles (Scheffe :
p=0,011).
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Figure 67 : Effet global du SCLI sur les paramétres mesurés lors d’un test de TST chez la souris dgée

Les résultats présentés dans cette figure illustrent 1’effet global du SCLI, sans tenir compte de I’4ge auquel
les animaux ont subi le SCLI. A: Temps immobile (en pourcentage) pendant le test; B: Latence
d’immobilisation (en secondes) dans le test. Moyenne + s.e.m. ; Effet SCLI : ***p<0.001

Globalement, les résultats obtenus dans ce test confirment la persistance de troubles
dépressifs chez le sujet agé ayant été stressé a 1’dge adulte (figure 67), avec, cependant, une

persistance plus marquée lorsque le stress chronique a été subi a partir de 1’age de 8 mois.
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c. Evaluation des troubles de type anxieux

Labyrinthe en croix surélevé
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Figure 68 : Evaluation comportementale des troubles de type anxieux chez la souris &gée dans un
Labyrinthe en Croix Surélevé

Le comportement des animaux a été enregistré par un systeme de vidéotracking permettant la récupération
de plusieurs parameétres : A : Ratio du nombre d’entrées dans les bras ouverts par rapport aux bras fermés
(en pourcentage). B: Ratio du temps passé dans les bras ouverts par rapport aux bras fermés (en
pourcentage).Le SCLI survenu a 1’age adulte entraine des comportements de type anxieux chez les animaux
ayant été stressés jeunes adultes et adultes d’age avancé : Moyenne = s.e.m.; Effet SCLI: *p<0.05;
**p<0.01

Les résultats obtenus en EPM (figure 68) montrent un effet SCLI significatif sur le
pourcentage d’entrées dans les bras ouverts (ANOVA : F .84=13,229 ; p=0,0005) sans effet
de I’a4ge au moment du SCLI (F(.84=1,87; p=0,12) ni de I’interaction entre les facteurs
(F@:824=1,72 ; p=0,15). Les analyses post-hoc revelent que cela est di a la diminution du taux
d’entrées dans les bras ouverts de la part des animaux ayant suivi le SCLI aux &ges de 4-6, 10-
12 et 12-14 mois comparativement aux animaux controles du méme groupe (p<0,048). Le
temps passé dans les bras ouverts présente également un effet SCLI (ANOVA : F(1 :82=8,935 ;
p=0,0037) sans effet de 1’age au moment du SCLI (F84=1,62 ; p=0,17) ni d’interaction entre
les facteurs (F .84=1,13 ; p=0,34). Cet effet est également di a une diminution significative
du temps passé dans les bras ouverts de la part des animaux ayant suivi le SCLI a I’age de 4-

6, 10-12 et 12-14 mois (p<0,0354).
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Figure 69 : Effet global du SCLI sur les parametres mesurés dans un test en Labyrinthe en Croix
Surélevé chez la souris agée

Les résultats présentés dans cette figure illustrent I’effet global du SCLI, sans tenir compte de 1’age auquel
les animaux ont subi le SCLI. A : Ratio du nombre d’entrées dans les bras ouverts par rapport aux bras
fermés (en pourcentage). B : Ratio du temps passé dans les bras ouverts par rapport aux bras fermés (en
pourcentage). Moyenne + s.e.m. ; Effet SCLI ***p<0.001

Globalement, les résultats de ce test indiquent la persistance de troubles de type
anxieux chez des animaux ayant suivi le SCLI a 1’age adulte (figure 69), avec des effets plus
marqués chez les animaux ayant suivi le SCLI a des ages adultes jeunes (4-6 mois) et a des

ages adultes plus avancés (10-12 et 12-14 mois).

d. Conclusion

Dans cette premiére partie, nous avons pu constater que le SCLI subi a I’age adulte
avait des répercussions a long terme sur I’état émotionnel des sujets agés. Les troubles de type
anxio-dépressif sont plus particulierement présents chez les animaux ayant suivi le SCLI
jeunes (4-6 mois) et chez les animaux 1’ayant suivi plus tardivement (10-12 et 12-14 mois).
L’augmentation de concentration de CORT plasmatique persiste également mais ne suit pas le
méme mode¢le puisqu’elle est présente chez tous les sujets &gés ayant été stressés a partir de 6-
8 mois.
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2. Le SCLI chez I'adulte altere I'acquisition d'une carte spatiale et affecte la
mémoire associative

a. Evaluations mnésiques en piscine de Morris

Apprentissage associatif
L’ ANOVA conduite sur les latences indique un effet significatif de la mesure répétée

(F5:405=19.58 ; p<0,0001) témoignant d’un apprentissage au fil des essais. En revanche,
I’ANOVA réalisée sur les latences moyennes pour rejoindre la plateforme (figure 70) indique
un effet SCLI et un effet de 1’age au moment du SCLI (Fq.81)=19,75; p<0,0001 et
Fu.61=3,684 ; p=0,0083 respectivement) sans interaction des deux facteurs (F.84=1,1;
p=0,35). L’effet SCLI est d0 a des latences pour rejoindre la plateforme significativement plus
longues chez les animaux ayant suivi le SCLI a I’age de 6-8 mois et 12-14 mois
comparativement a leurs homologues controles (Scheffe: p= 0,03 et p=0,0008
respectivement). L’effet de 1’age au moment du SCLI est quant a lui attribuable aux latences
plus longues chez les animaux ayant été stressés a 6-8 mois, 10-12 et 12-14 mois (p<0,032)
comparativement aux animaux stressés a 4-6 mois. Globalement, le SCLI perturbe donc

I’apprentissage associatif en water-maze (figure 70B).
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Figure 70 : Latences moyennes a rejoindre la plateforme sur les 6 essais de I’apprentissage indicé chez
des animaux agés de 18 mois, en fonction leur condition de SCLI et de I’4ge d’occurrence du SCLI

A : Latences moyennes a rejoindre la plateforme chez les 5

classes d’ages stressées ; B : Effet global du SCLI, indépendamment de I’age d’occurrence du SCLI. Le
SCLI a I’age adulte entraine des perturbations de 1’apprentissage associatif en water-maze chez les sujets
agés lorsqu’il est survenu apres 1’age de 6 mois. Moyenne * s.e.m. ; Effet SCLI: *p<0.05; **p<0.01 ;
***p<0.001 ; effet de /’dge au moment du SCLI $p<0.05 ; $$p<0.01.
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Les vitesses de nage ont également été analysées (données non illustrées). Aucun effet
significatif n’émerge concernant le facteur SCLI (ANOVA : F(1 .81)=1,28 ; p=0,2611). Seul un
effet significatif apparait pour le facteur age au moment du SCLI (ANOVA : F.81)=2,65 ;
p=0,038). Cet effet est dii a des vitesses moyennes plus élevées chez les animaux du groupe

d’age 12-14 mois mais ceci qu’ils aient €té stressés ou non.

L’ensemble de ces données indique une atteinte de 1’apprentissage associatif chez des
animaux agés ayant subi un SCLI a 1’age adulte, avec des altérations plus importante lorsque
les animaux ont été stressés apres 1’age de 6 mois et plus particulierement, a un age adulte

avance.

Apprentissage spatial
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Figure 71: Acquisition de P’information spatiale au cours des 5 jours d’apprentissage chez des
animaux agés de 18 mois ayant suivi un protocole de SCLI a différents ages adultes

Les latences moyennes des 6 essais réalisés au cours d’une journée sont présentées en fonction de la
condition de SCLI et de 1’age d’occurrence du SCLI. Les animaux parviennent a retrouver la plateforme de
plus en plus rapidement au fil des jours d’acquisition, ce qui témoigne d’un apprentissage correct de la
tache. Les latences moyennes sont exprimées en secondes + s.e.m.

L’analyse en mesures répétées des latences moyennes de 1’apprentissage spatial
indique un effet séance (F(.324=64,076; p<0,0001) qui se traduit par une diminution

significative (p<0,0001) des latences au fur et a mesure des jours d’apprentissage (figure 71).
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Par contre, ’ANOVA sur les latences moyennes ne rapporte aucun effet du SCLI
(Fa:81=0,563 ; p=0,47) ni de I’age au moment du SCLI (Fu81y=1,7 ; p=0,14) ou d’interaction
entre les facteurs (Fa.81)=0,80 ; p=0,52). Les vitesses de nage ont également été analysees. Un
effet de 1’4ge au moment du SCLI eémerge de cette analyse (ANOVA : F.81)=4,026 ;
p=0,005) sans effet du SCLI (F@.1=0,44; p=0,5) ni interaction entre les facteurs
(F@:82)=1,06 ; p=0,3). Cet effet de I’age au moment du SCLI se caractérise par des vitesses de
nage inférieures chez les animaux du groupe 4-6 mois, et ce des le deuxieme jour

d’apprentissage (Scheffe p<0,05).

>
(0]
o

)
ve)

g0 S

< 60 )

- o)

% 50 E

£ 40 c

S 30 '(': M Controle
(] S —

320 s m SCLI
<210 »

c C

c O 3

o

@ & & & g 5 a

£ & &< o¢ A O 5

2 > 1 %;\, \9/'» ,\/’V\’ =

Age au moment du SCLI

Figure 72 : Evaluation de la précision mnésique d’information spatiale

Les animaux agées ayant suivi le SCLI sur différentes classes d’age ont réalisé un essai-test 1h
apres la fin de I’acquisition spatiale afin d’évaluer la précision de I’information acquise. Cette
évaluation a consisté en la quantification du pourcentage de temps passé dans le quadrant cible
sur les 30 premicres secondes de I’essai-test en fonction de 1’age au moment du SCLI (A) et d’un
point de vue global (B). Le SCLI chez I’adulte entraine des perturbations a long terme lorsqu’il a
eu lieu a 12-14 mois. Le hasard & 25% est représenté par la ligne en pointillés. Moyenne + s.e.m. ;
Effet SCLI *p<0.05 ;**p<0.01 ;***p<0.001.

La figure 72 montre les résultats obtenus pendant 1’essai-test et ’ANOVA menée sur
ces données indique un effet significatif du SCLI (F 81y=3,986 ; p=0,0492) mais pas d’effet
de 1’age au moment du SCLI (F@.1)=1,62; p=0,17) ni d’interaction des facteurs
(Fa:82)=0,68 ; p=0,60). L’effet SCLI est dd a une diminution du temps passé dans le quadrant
cible chez des animaux ayant suivi le SCLI a 1’age de 12-14 mois comparativement a leurs
homologues contrdles (p=0,0006). Par ailleurs, une analyse plus détaillée sur le groupe de 10-
12 mois, montre une variabilité importante dans les effets induits par un stress chronique chez
I’adulte (figure 73). En effet, I’effectif des animaux ayant été stressés a 10-12 mois peut étre

scindé en deux sous-populations en fonction de leurs performances a 1’essai-test. Une sous-
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population présente une bonne cartographie spatiale (effet SCLI: Fp.12=1,3; p=0,27), et
’autre présente une cartographie altérée (effet SCLI : F(1.11)=16,5 ; p=0,0018), semblable aux
animaux ayant été stressés a 12-14 mois.

80 -

B contrlle
., W SCLI

Temps dans le quadrant cible (%)

o

Figure 73: Identification de 2 sous-populations chez des animaux agés ayant été stressés a 10-12 mois

Parmi les animaux exposés au SCLI & 10-12 mois, une population résistante au SCLI est présente (N=5)
ainsi qu’une population sensible au SCLI (N=4). Le hasard a 25% est représenté par la ligne en pointillés.
Moyenne + s.e.m. ; Effet SCLI : **p<0.01

Globalement, I’acquisition d’informations spatiales chez le sujet agé n’est pas affectée
par I’exposition a un stress chronique a 1’age adulte. La connaissance spatiale acquise s’avere
toutefois moins précise lorsque les animaux ont été stressés a un age adulte avancé (a partir 10

mois).

b. Evaluation de la mémoire associative dans une tache de conditionnement

opérant

Le premier jour de ’apprentissage, la latence pour réaliser une série de 15 appuis
renforcés a été quantifiée pour attester de la performance d’acquisition des animaux.
L’ANOVA menée sur ces données ne révele aucune différence sur les facteurs étudiés (SCLI :
Fa82=1,9; p=0,16 ; &ge au moment du SCLI : F .82=2,2 ; p=0,07 ; interaction : F( .52=0,49 ;
p=0,74). L’activité¢ générale de I’animal dans I’appareil n’a pas non plus démontré d’effet en
fonction des 2 facteurs etudiés (SCLI: F1.82=0,10; p=0,74; age au moment du SCLI :
F@82=0,605; p=0,66; interaction: Fu4.82=0,25; p=0,90). Ces résultats (non illustrés
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graphiquement) suggerent qu’il n’y a pas de différences entre les différents groupes

expérimentaux concernant 1’acquisition de I’association levier-nourriture.
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Figure 74 : Réponses comportementales obtenus en rétention du conditionnement opérant en fonction
de I’age d’occurrence du SCLI

Un groupe complémentaire composé d’animaux agés de 6 mois, non stressés, a également ét¢ évalué afin
d’attester des modifications engendrées par le vieillissement sur les différents paramétres exploités. A :
Appuis renforcés, permettant 1’obtention d’une récompense ; B : Appuis totaux sur le levier (renforcant et
non-renforgant) ; C: Appuis superflus ; D : Activité générale dans 1’appareil (en u.a.). Le SCLI semble
altérer les performances de mémoire associative chez des animaux agés ayant été stressés jeunes adultes et
adultes d’age avancé. Moyenne + s.e.m. ; Effet SCLI : *p<0.05 ;***p<0.001.

Le deuxiéme jour, la rétention de la tache a été évaluée et la figure 74 présente les
résultats obtenus. Par ailleurs, les performances mesurées lors d’une expérience indépendante
chez des animaux naifs jeunes sont présentées a titre indicatif. Relativement a ce groupe, les
résultats montrent une forte altération des performances chez I’ensemble des animaux agés
testés (p<0,05 sur les appuis renforcés, les appuis totaux et I’activité générale). L’ANOVA
menée sur le nombre d’appuis renforcés (figure 74A) indique un effet SCLI significatif
(Fa:82=7,9 ; p=0,006) sans effet de 1’age au moment du SCLI (F482=1,308 ; p=0,2739) ni
d’interaction entre les facteurs (Fu82=1,34; p=0,25). Les analyses post-hoc indiquent un
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effet global du SCLI (p=0,0073) mais pas de différence particuliere pour chacune des classes
d’age (p>0,05). Les analyses menées sur les appuis totaux (figure 74B) montrent également
un impact du SCLI (Fq.82=10,729 ; p=0,0015) sans effet de |'dge au moment du SCLI
(Fa:82=1,16 ; p=0,33) ni de I’interaction entre les facteurs (F(.82=1,7 ; p=0,15). Les tests de
Scheffe ont néanmoins permis d’identifier plusieurs classes d’age dont les groupes SCLI
réalisent significativement moins d’appuis que les contréles : 4-6 mois (p=0,021) ; 10-12
mois (p=0,047) et 12-14 (p=0,001). Par contre, I’analyse du taux d’appuis superflus (figure
74C) ne révele aucun effet significatif du SCLI (Fq 52=3,825; p=0,0593) ni de 1’4ge au
moment du SCLI (F;82=1,206 ; p=0,3147) ou de I’interaction entre les facteurs (F82=0,07 ;
p=0,99), indiquant que la diminution des appuis totaux est liée a la diminution d’appuis
opérants. L’analyse de I’activité générale (figure 74D), quant a elle, indique un effet
significatif du SCLI (Fq .82=22,98 ; p<0,0001) mais pas de 1’age au moment du SCLI
(Fa:82=0,751 ; p=0,56) ni d’interaction entre les facteurs (F .s2=1,3 ; p=0,26). Les analyses
post-hoc menées sur ’effet du SCLI indiquent une baisse d’activité significative chez les
animaux ayant suivi le SCLI aux ages de 4-6 mois (p=0,014), 6-8 mois (p=0,015) et 10-12

mois (p=0,0162). Les effets SCLI détectés sur I’ensemble des parameétres sont résumés dans

la figure 75.
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Figure 75: Effet global du SCLI sur les parametres mesurés dans un apprentissage de
conditionnement opérant

Les résultats présentés dans cette figure illustrent les effets globaux du SCLI, sans tenir compte de ’age
auquel les animaux ont subi le SCLI A : Appuis renforcés, permettant 1’obtention d’une récompense ; B :
Appuis totaux sur le levier (renforcant et non-renforcant) ; C : Appuis superflus ; D : Activité générale dans
I’appareil (en u.a.) ; Moyenne + s.e.m. ; Effet SCLI : **p<0.01 ;***p<0.001

Globalement, ces données indiquent 1’altération des capacités d’apprentissage

associatif chez des animaux agés et confirment des altérations plus marquées chez ceux ayant
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subi un protocole de SCLI a I’4ge adulte. Cependant, cette atteinte est associée a une activité

géneérale diminuée.

a. Conclusion

Dans cette deuxiéme partie, nous avons pu mettre en évidence que les performances
d’apprentissage et de mémoire des animaux agés étaient impactées par I’exposition a un stress
chronique a 1’age adulte. Toutefois, 1’impact varie de maniere différentielle en fonction de
I’age d’occurrence du SCLI et du type d’informations acquises. Malgré 1’absence d’effet
pendant I’acquisition, la précision de la connaissance spatiale acquise est altérée chez les
animaux ayant subi le SCLI a un &ge adulte avancé. En revanche, les capacités
d’apprentissage associatif simple (Stimulus-Réponse) sont globalement affectées chez tous les
sujets ayant été stressés. Toutefois, les animaux sont davantage déficitaires dans
I’apprentissage associatif réalisé dans le water maze lorsqu’ils ont été stressés a un age adulte
avancé alors que dans le test de conditionnement opérant, les sujets ayant été stressés a 1’age

de 4-6 mois présentent des déficits plus marqués que ceux stressés a des ages plus avanceés.

Corrélations entre les troubles chez les sujets agés
L’ensemble des parametres évalués a ¢€té normalisé par le calcul d’un z-score,

permettant une analyse de corrélations. Les résultats sont résumeés dans le tableau 13. Chez les
sujets agés, on retrouve une forte corrélation entre les troubles anxieux et dépressifs. Par
contre, 1’analyse indique principalement des corrélations de la corticostéronémie et de 1’état
anxieux avec troubles de I’apprentissage alors que chez les sujets adultes (Cf. chapitre 1), la
corticostéronémie et était fortement corrélée avec I’ensemble des troubles émotionnels mais

pas avec les troubles cognitifs.

Tableau 13 : Corrélations entre les différents troubles observés chez le sujet agé

Amplitude normalisée du trouble chez I'agé (Z-Score)

) . L ; ) Apprentissage | Apprentissage
Corticostérone Anxiété Dépression , ,
STR-dépendant | HPC-dépendant
r p r p r p r p

9 Corticostérone
_g <¥ 0,0760| 0,4733| 0,1870| 0,0739 0,2090| 0,0450
S -: Anxiété
§ _CI:J ) 0,228| 0,0283| -0,04| 0,708
g b :.6» Dépression
o 2 @ [P 017| 01057 005| 064
ERERY
x ° Apprentissage STR-dépendant 003| 07801
[« % )
€ 3 . .
< © Apprentissage HPC-dépendant
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Corrélation entre les troubles chez le sujet adulte et ceux retrouvés chez le sujet agé
La confrontation des z-scores des troubles mesurés chez les sujets 4gés avec ceux

initialement identifiés a 1’age adulte est résumée dans le tableau 14. Les résultats montrent

pour D’essentiel que la corticostéronémie, les troubles somatiques et les troubles anxio-

dépressifs chez 1’adulte sont fortement corrélés avec ceux déterminés chez le sujet 4gé. De

plus, ’ensemble de ces indicateurs correle aussi avec I’amplitude des troubles d’apprentissage

associatif striatum-dépendant. En revanche, aucune corrélation n’apparait avec I’amplitude de

la détérioration de I’apprentissage spatial hippocampe dépendant.

Tableau 14 : Corrélations entre les troubles observés chez le sujet agé et ceux observés chez le sujet adulte

Amplitude normalisée du trouble chez I'adulte (Z-Score)

Amplitude normalisée du

trouble chez I'agé (Z-Score)

Corticostérone| Somatique Anxiété Dépression Anhédonie Coghnition
r D r D r p

Corticostérone | 0,24 |0,0239 -0,09 |0,4139| 0,12 |0,2438
Anxiété 0,308 0,00270,0074 0,31 |0,0025 -0,25 |0,0184| -0,01 |0,9153
Dépression 0,32 |0,0163 -0,22 |0,0319| -0,04 |0,6755
Apprenti

PRTENtISSage 1 5134 | 0,0018 -0,04 |0,7261| -0,18 | 0,0825
STR-dépendant

N )

pprentissage |, 151 |0,2035| 0,25 |00174| 0,13 -0,06 |0,5478| 0,01 | 0,99
HPC-dépendant
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3. Le SCLI rencontré a l'age adulte entraine des modifications
épigénétiques durables en fonction de l'age du sujet (résultats

préliminaires)
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Figure 76 : Modifications épigénétiques de la triméthylation d’H3K27 dans I’hippocampe dorsal et
I’hippocampe ventral, en fonction de I’Age exposition au SCLI

Les données sont exprimées en pourcentage de variation par rapport aux animaux naifs agés de 18 mois,
dans le CA1 dorsal (A) et dans le CA1 ventral (B) et révélent une augmentation d’H3K27me3 dans le CA1
dorsal chez des animaux agés ayant suivi un SCLI entre 4-6 mois ou 10-12 mois, associée a une diminution
de cette marque répressive dans le CAl ventral. Moyenne + s.em.; Effet SCLI:
*p<0.05 ;**p<0.01 ;***p<0.001

La figure 76 présente les résultats obtenus concernant les changements de la marque
répressive H3K27 triméthylée, dans le CA1 dorsal (A) et dans le CA1 ventral (B) de I’HPC.
L’ANOVA menée sur les données du CAL dorsal montre un effet du SCLI (F 24=7,54 ;
p=0,0112) sans effet de 1’age au moment du SCLI (F 24=1,95 ; p=0,14) ni d’interaction des
facteurs (Fi.24=2,39; p=0,095). Cet effet est en realit¢ di a une triméthylation plus
importante chez les animaux ayant suivi le SCLI aux &ges de 4-6 mois (p=0,014) et 10-12
mois (p=0,005), tandis que les &ges intermédiaires ne sont pas impactés (p>0,5).
Comparativement aux animaux naifs agés de 18 mois (0 + 6,85), les animaux contr6les ne
présentent pas de différence significative (p>0,47), ce qui témoigne de I’effet spécifique du
SCLI sur les niveaux de triméthylation de H3K27 dans le CA1l dorsal. Concernant les
changements de H3K27 triméthylée dans le CALl ventral, une diminution liée au SCLI
(ANOVA : F1.22=19,53; p=0,0002) a pu étre constatée sans effet de 1’4ge au moment du
SCLI (Fz:23=1,15; p=0,34) ni interaction des facteurs (F@3.23=2,61; p=0,07). Cette
significativité est le reflet d’'une diminution de triméthylation chez les animaux ayant été
stressés a 1’age de 4-6 mois (p=0,0005). Comparativement aux animaux naifs &gées de 18 mois

(0 £ 7,002), les animaux contréles ne présentent pas différence significative (p>0,1). Ainsi,
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ces données immunohistochimiques suggérent a la fois une inversion de la balance
CALd/CA1lv avec le vieillissement normal et un impact du SCLI différentiel en fonction de

I’age d’exposition au SCLI.
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Figure 77 : Effet global du SCLI sur les modifications de la triméthylation d’H3K27 dans
I’hippocampe dorsal (A) et ’hippocampe ventral (B), indépendamment de I’dge exposition au SCLI

Les données sont exprimées en pourcentage de variation par rapport aux animaux naifs ages de 18 mois.
Moyenne * s.e.m. ; Effet SCLI : *p<0.05 ;***p<0.001.

Globalement, le stress chronique entraine une augmentation de la triméthylation
d’H3K27 dans le CA1 dorsal et, au contraire, d’une diminution de cette triméthylation dans le

CAL ventral (figure 77).
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Figure 78: Modifications épigénétiques de la triméthylation de I’histone H3, lysine 27 dans
I’amygdale en fonction de I’age exposition au SCLI

A : Variation de la marque répressive d’H3K27me3 en fonction de 1’age d’exposition au SCLI. B : effet
global du SCLI sur la triméthylation, toutes classes d’age confondues. Les données sont exprimées en
pourcentage de variation par rapport aux animaux naifs agés de 18 mois et montrent une augmentation de
la marque répressive sur H3K27me3 dans I’amygdale chez des animaux agés stressés entre 1’age de 4 et
6 mois. Moyenne + s.e.m. ; Effet SCLI : *p<0.05
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L’ANOVA menée sur les données concernant 1’amygdale (figure 78) ne démontre pas
d’effet de 1’age au moment du SCLI (F :20=2,6 ; p=0,07) ni d’interaction entre les facteurs
(F@:20=1,63; p=0,21). Cependant un effet du SCLI (F( 20=2,65 ; p=0,032) est a prendre en
compte et se caractérise par une triméthylation plus importante chez les animaux agés ayant
suivi le SCLI a 4-6 mois (p=0,012). En revanche, en regardant les variations par rapport aux
animaux naifs agés de 18 mois, il est possible de constater que les variations des groupes
contrbles de tous les &ges ne différent pas (Fu.10=0,506; p=0.732) avec les naifs

contrairement aux groupes SCLI (F.13=3,76 ; p=0,03).

A 300 - STR B 300 - STR

% 250 - % 250 -

(7] (7] *

:02’ 200 :g 200 -

o o

§ 150 - g 150 -

£ 100 £ R100 - .
g > 100 §_ = M controle
S £ 50 o g 50 - m SCLI
“~ o0 “~ 0

s 0 - s 0 -

o o

S @6\% @6\6 @6{9 @6\6 S

kS b:(" ‘ofb AN N =

o & Nt o

> >

Age au moment du SCLI

Figure 79 : Modifications épigénétiques de la triméthylation de I’histone H3, lysine 27 dans le striatum

A : Variation de la marque répressive d’H3K27me3 en fonction de 1’age exposition au SCLI. B : effet global
du SCLI sur la triméthylation dans le striatum, toutes classes d’age confondues. Les données sont exprimées
en pourcentage de variation par rapport aux animaux naifs agés de 18 mois Moyenne + s.e.m. ; Effet SCLI :
*

p<0.05

Concernant I’analyse de la marque répressive dans le striatum (figure 79), un effet
significatif du SCLI a été révelée par une analyse ANOVA (F1.22=8,28 ; p=0,04) sans effet de
1’age au moment du SCLI (Fz.22=0,52 ; p=0,67) ni de I’interaction des facteurs (Fs:22=0,96 ;
p=0,96). Une analyse post-hoc par un test de Scheffe n’a pas permis d’identifier cette

significativité.
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Corrélation entre les modifications épigénétiques et 'amplitude les troubles générés

Tableau 15 : Corrélations entre les troubles observés et la triméthylation d’H3K27 chez le sujet 4gé

Amplitude normalisée du trouble chez I'agé (Z-Score)
Apprentissage STR- | Apprentissage HPC-
dépendant dépendant

Corticostérone Anxiété Dépression

r p r p r p r p r p
H3K27 CA1d 0,05 0,8256 0,47 0,0156 0,05 0,8294 0,40 0,0413 -0,10 0,6370

H3K27 CAlv -0,32 0,1074 -0,11 0,5920 -0,20 0,3413 -0,54 0,0040 0,01 09813

H3K27 AMG 0,18 0,3861 0,48 0,0132 0,02 09163 0,19 0,3666 -0,16 0,4493

Triméthylation

H3K27 STR 017 0,4208 0,20 0,3208 0,27 0,1898 0,38 0,0578 -0,08 0,6970

L’analyse des corrélations entre des marques épigénétiques et 1’amplitude des
différents troubles détectés chez les sujets agés est résumée dans le tableau 15. Seuls I’anxiété
et les troubles de I’apprentissage associatif sont corrélés avec la modification des marques
épigénétiques. De manicre intéressante, une corrélation de la méthylation d’H3K27 avec
I’anxiété est détectée dans 1’amygdale et I’hippocampe dorsal alors qu’avec 1’apprentissage
associatif, une corrélation est détectée uniquement dans 1’hippocampe dorsal et ventral. Par

Tableau 16 : Corrélations entre les troubles observés chez le sujet adulte et la triméthylation d’H3K27
mesurée chez le sujet 4gé

Amplitude normalisée du trouble chez I'adulte (Z-Score)
Corticostérone| Somatique Anxiété Dépression Anhédonie Cognition
r p r p r p r p r p r p
H3K27 CAld 0,31 |0,1226| 0,30 |0,1379]| 0,43 (0,0267| 0,30 (0,1432| 012 |0,5559| 0,05 |0,8300

H3K27 CAlv -0,46 |0,0185| -0,34 |0,0907| -0,58 |0,0016| -0,43 |0,0296| 0,08 |0,7001| -0,21 |0,2970

H3K27 AMG 0,55 |0,0032| 0,27 (0,1819| 0,37 |0,0635| 0,29 |0,1600| 0,16 |0,4326] 0,06 |0,7756

Triméthylation

H3K27 STR 0,11 |06020| 0,46 (0,0162| 0,15 |0,4720| 0,23 |0,2589| -0,16 |0,4299] -0,17 |0,4138

contre, aucune corrélation de la triméthylation d’HK27avec la corticostéronémie n’a été mise

en évidence chez I’animal agé.

L’analyse des corrélations entre la triméthylation d’HK27 et I’amplitude des différents
troubles initialement mesurés a 1’issu du SCLI chez les sujets adultes est résumée dans le
Tableau 16. Elle révele une corrélation significative entre la méthylation d’H3K27 et la
corticostéronémie sélectivement dans I’amygdale et dans [’hippocampe ventral. La
méthylation d’H3K27 corréle également avec I’anxiété dans I’hippocampe et plus
particulierement sa partie ventrale. Enfin, la corrélation avec la dépression est sélectivement

associée a I’hippocampe ventral.
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Conclusion
Dans cette derniere partie, nous avons pu mettre en évidence des modifications

épigénétiques chez le sujet 4gé dépendant de 1’dge auquel ce dernier a été stressé. Dans
I’hippocampe, la répression de 1’expression génique dans le CA1ld est augmentée au profit du
CALlv uniquement chez des animaux stressés jeunes adultes (4-6 mois) ou adulte mature (10-
12 mois). Ceci suggere donc un impact du SCLI différentiel en fonction de I’age d’exposition
au stress. Dans 1’amygdale, la répression de I’expression génique chez le sujet agé est
augmentée par le stress chronique uniquement lorsque ce dernier est apparu chez le jeune
adulte (4-6 mois). Enfin, la répression dans le striatum semble avoir lieu chez toutes les
classes d’age évaluées. De maniére générale, les marques de trimethylation d’H3K27
apparaissent dans des structures spécifiques et corrélent de maniere cohérente avec les
troubles observés chez les sujets agés et plus particulierement, avec ceux initialement présents

a I’age adulte.

Discussion

Ce second chapitre avait pour but de verifier deux hypothéses selon lesquelles 1) le
stress chronique rencontré a 1’age adulte entraine des perturbations a long terme chez le sujet
agé et 2) entraine des modifications épigénétiques durables sur différentes structures associées
a la persistance des troubles comportementaux. Globalement, les troubles liés au stress
chronique chez I’adulte persistent chez le sujet 4gé indépendamment de I’age d’exposition.
Cependant, I’amplitude des déficits varie selon 1’dge de 1’exposition et la nature du trouble.
L’amplitude des troubles émotionnels et la détérioration des capacités d’apprentissage
associatif (dépendantes du striatum) sont plus marquées chez les sujets ayant été exposés au
stress lorsqu’ils étaient jeunes adultes ou adultes d’age avancé. Par contre, 1’altération
cognitive dépendante de I’hippocampe (spatiale) apparait sélectivement chez les sujets ayant

été exposés au stress a des stades plus tardifs de leur vie d’adulte.

L’état dépressif évalué dans le FST et le TST chez les animaux ayant vécu le protocole
de stress a 1’age adulte s’est maintenu chez le sujet agé. Toutefois, les résultats des tests de
FST et de TST varient quelque peu. Dans le FST, les troubles dépressifs sont plus marqueés
chez les animaux ayant subi le stress chronique a 4-6, 10-12, et 12-14 mois alors que dans le
TST, les altérations ont été essentiellement détectées chez les animaux ayant suivi le SCLI

apres 1’age de 8-10 mois. Ces deux tests sont considérés comme complémentaires chez la
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souris (Bai et al., 2001) mais possedent des supports neurobiologiques au moins en partie
distincts (Castagne et al., 2011) pouvant expliquer la variabilité des effets détectés. Par
ailleurs, I’immobilité dans le FST observée chez le sujet agé est associée a une augmentation
du renoncement au comportement de fuite (escalade) comme précédemment observé a 1’issue
du protocole de stress chronique chez I’adulte (Cf. chapitre 1). Ceci suggere la possibilité
d’une perturbation du systéme noradrénergique installée chez 1’adulte et persistante chez le

sujet age.

Alors que la dépression générée par le stress chronique était un des symptomes
constants chez I’adulte stressé, elle est retrouvée de maniere plus ou moins marquée chez le
sujet agé selon 1’age auquel le stress a été subi. Les troubles de type dépressif et les troubles
de type anxieux ont été essentiellement retrouvés sur les sujets agés ayant été stressés a 4-6,
10-12 et 12-14 mois, c’est-a-dire chez les animaux ayant présentés des troubles de type
anxieux marqués a 1’age adulte. Les analyses de corrélation indiquent que les niveaux
d’anxiété et de dépression chez 1’adulte sont corrélés avec I’amplitude du trouble dépressif
retrouvé chez le sujet agé. L’amplitude de 1’état anxieux généré par le stress chez 1’adulte
apparait donc comme un élément critique pour la persistance ou la rémission des troubles
anxio-dépressifs a long terme. Ceci est en accord avec les travaux montrant que la rémission
d’une dépression dépend de la sévérité des premiers troubles pathologiques (Ramana et al.,
1995; Eaton et al., 2008). Nos résultat indiquent que la rémission serait plus favorable
lorsque la dépression liée a un stress chronique a lieu chez des adultes d’age
intermédiaire, soit 8-12 mois chez la souris, 35-45 ans chez I’humain (Flurkey et al.,
2001).

Dans ce deuxiéme chapitre, nous nous sommes également intéressés aux altérations
mnésiques a long terme que pouvait entrainer le SCLI chez 1’adulte. L’analyse des troubles de
I’apprentissage associatif en piscine de Morris ou en conditionnement opérant a permis de
mettre en avant de moins bonnes performances chez les sujets ayant été stressés. En effet, la
plupart des animaux ayant suivi le SCLI sont moins performants que des animaux contréles,
mis a part ceux ayant suivi le SCLI a I’age de 8-10 mois. Cependant, I’altération des
performances s’accompagnent d’une diminution générale de I’activité des animaux dans les
épreuves. Il est donc difficile de statuer sur une réelle altération du traitement ou de la
mémorisation de I’information et il est plus probable que I’atteinte de la performance ne
soit pas purement d’origine cognitive au sens propre du terme mais résulte d’atteintes

sensori-motrices liées au vieillissement qui seraient exacerbées par I’exposition au stress.
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L’apprentissage spatial en piscine de Morris a permis de mettre en évidence
I’émergence tardive d’atteintes cognitives liées au stress chronique. En effet, les performances
d’acquisition spatiale sont trés similaires dans I’ensemble de nos groupes expérimentaux mais
la précision des informations spatiales acquises est variable en fonction de 1’age d’exposition
au SCLI. Les animaux présentent des troubles de mémoire spatiale lorsqu’ils ont suivi le
SCLI entre 12 et 14 mois. De plus, une divergence de population a été détectée au sein du
groupe ayant suivi le protocole de stress chronique entre 10 et 12 mois. En effet, environ 50%
de cette population présente des performances comparables aux animaux contréles tandis que
I’autre moitié présente une atteinte de la performance spatiale comparable a celle des animaux
ayant suivi le SCLI entre 12 et 14 mois. Ces résultats indiquent qu’une sensibilité cognitive
particuliere se met en place aux alentours de 10 mois. En appuis avec les conclusions
d’études réalisées chez le rat montrant I’installation de troubles de la mémoire spatiale
accompagnes de troubles de type motivationnel aprés un stress chronique (Kleen et al., 2006),
nos résultats confortent 1’idée que des troubles cognitifs accompagnent les troubles
émotionnels générés par le stress. Ils sont également cohérent avec des altérations
cognitives dans des taches complexes (nécessitant un effort) chez les patients souffrant de
troubles dépressifs (Hammar et al., 2003a), altérations cognitives qui persistent méme apres la
rémission des symptdmes dépressifs (Hammar et al., 2003b).

L’implication de I’HPC dans les processus de mémoire spatiale et les régulations
émotionnelles font de cette structure un élément intéressant dans la recherche de supports
expliquant les altérations comportementales observées. Nous avons alors pu constater une
élévation de la tri-méthylation d’H3K27 dans I’HPC dorsal lorsque le stress chronique a eu
lieu entre 4 et 6 mois et entre 10 et 12 mois. Au contraire, une diminution de tri-méthylation a
pu étre observée sur ces mémes tranches d’ages dans I’HPC ventral. Ces modifications de
répression indiquent une modification de la balance des activités « HPC dorsal / HPC
ventral » qui se maintient & long terme, en réponse au SCLI. De fagon intéressante, cette
réorganisation émerge sur les mémes tranches d’ages présentant des troubles émotionnels
marques. 1l semblerait donc que les modifications de la triméthylation sur H3K27 ciblent des
régions promotrices de genes clés dans la régulation des troubles émotionnels en favorisant la
mise en place de réseaux dépendant de I’HPC ventral. Ceci est cohérent avec 1’implication
préférenticlle de ’'HPC ventral dans la régulation émotionnelle (Bannerman et al., 2003;
Fanselow and Dong, 2010). En effet, des études 1ésionnelles ont montré qu’une ablation de la

partie ventrale de ’HPC induisait, chez le rat, une diminution des comportements de type
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anxieux (Bannerman et al., 2003) sans altération des performances spatiales. Les
performances spatiales étant majoritairement tributaires de I’HPC dorsal et non du ventral
(Moser et al., 1993), les modifications que nous avons pu observer dans cette structure ne
semblent pas cibler les régions impliquées dans les processus cognitifs HPC-dépendants. En
effet, les animaux ayant suivi le SLCI entre 4 et 6 mois ne présentent aucune altération de
mémoire spatiale malgré 1’augmentation des marques de repression géniques trouvée dans
I’HPC dorsal de ces animaux. Curieusement, ce sont les performances dans les apprentissages
striatum-dépendants qui s’aveérent corrélées tant avec 1’augmentation dans I’hippocampe
dorsal qu’avec la diminution dans I’hippocampe ventral des marques de répressions géniques.
Il est alors possible que ces modifications hippocampiques affectent des méchanismes
impliqués dans les interactions entre les systemes de mémoire striatum-dépendant et
hippocampe-dépendant (Martel et al., 2007; Lee et al., 2008). En appuis de cette possibilité,
nous avons montré que I’inhibition des histones deacétylases hippocampiques modifie
’utilisation de ces deux systeémes de mémoire chez la souris jeune mais pas chez la souris
agés ((Dagnas et al., 2013) ; voir annexe). Les niveaux de triméthylation dans le striatum ont
présenté une élévation générale en réponse au stress. Cependant, la encore, il est difficile de
trancher entre une répression génique striatale en relation avec les troubles d’apprentissage
associatif ou avec 1’altération sensori-motrice. La corrélation de la triméthylation d’H3K27
avec I’amplitude des troubles somatiques sélectivement dans le striatum appuis cette derniere

possibiliteé.

L’étude des modifications de la répression épigénétique dans I’amygdale a également
montré des résultats intéressants. En effet, une hyper triméthylation a été retrouvée dans cette
structure lorsque les animaux ont été stressés entre 4 et 6 mois uniquement. De plus, la forte
corrélation entre la triméthylation d’H3K27 chez les sujets agés et les taux de CORT mesurés
chez I’adulte suggérent que I’exposition au stress chronique modifie durablement I’activité
amygdalienne. Ces résultats peuvent s’expliquer par une sensibilité au stress accrue de cette
structure dont le développement est trés long et s’étend de la naissance au début de la période
adulte (Lupien et al., 2009). Ainsi, I’amygdale des jeunes adultes serait plus vulnérable et la
persistance des modifications épigénétiques induites par un stress expliquerait la présence a

long terme de troubles anxio-dépressifs chez ces animaux (Davis, 1992).

Enfin, de fagon intéressante, nos résultats montrent que les troubles chez le sujet agé
ne sont pas corrélés avec les taux de CORT plasmatique détectés a ce stade de la vie. Par

contre, la corticostéronémie initialement mesurée a I’issue du stress chez 1’adulte corréle trés
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bien avec la persistance des troubles retrouvés chez le sujet agé. Ceci est en accord avec 1’idée
que la dérégulation de I’axe HPA est un marqueur de la pathogénicit¢ du stress chronique
(Katz et al., 1981) et nos résultats soulignent son importance dans la persistance des différents
troubles a long terme. Cependant, des résultats basés sur les effets immédiats de
I’hypercorticostéronémie ont suggéré 1’insuffisance de ce facteur endocrinien pour expliquer
les différentes atteintes comportementales (Lin and Sibille, 2015a). En effet, méme si
I’hypercorticostéromémie ou la dérégulation des récepteurs GR (Holsboer, 2000; Pariante and
Lightman, 2008) contribuent a I’installation des troubles comportementaux dans la dépression
majeure, il est plus que probable que d’autres facteurs comme les modifications de
transcription genomique (Alfonso et al., 2006; Krishnan and Nestler, 2008), voire la
neurodégénérescence (Swaab et al., 2005; Banasr et al., 2011) ou la gliodégénérescence
(Smialowska et al., 2013) interviennent et expliquent la persistance et/ou la récurrence des
symptomes générées par le stress chronique. De plus, nos résultats déemontrent que la
persistance des effets d’un stress chronique n’est pas uniquement en relation avec la récence
de I’épisode stressant. De maniére intéressante, des symptomes marqués et des modifications
de marques épigénétiques répressives ont été retrouvés a trés long terme, jusqu’a 12 mois
aprés 1’exposition au stress soit une trentaine d’années a 1’échelle humaine, laissant supposer

des modifications extrémement bien conservées.

Considérés dans leur ensemble, ces resultats ont permis de montrer que le stress
chronique chez I’adulte induit des perturbations a long terme dépendant de D’atteinte
initialement mise en place chez le sujet adulte. En effet, les troubles anxio-dépressifs ont
été retrouvés chez des animaux stressé jeunes adultes et adultes d’age avancé. La sensibilité
au stress concernant I’atteinte cognitive se met quant a elle en place aux alentours de 10 mois
et les effets d’un stress au-dela de cet age se répercutent sur les capacités de mémoire spatiale
chez le sujet agé. Enfin, les modifications épigénétiques sur H3K27 sont également
dépendante de 1’dge auquel les animaux ont été stressés et semble corrélées certains
symptomes chez le sujet agé. Ces modifications transcriptionnelles ne sont qu’un exemple des
modifications induites par le stress et il a été démontré que les altérations de la transcription
génomique affectent sélectivement les cellules a somatostatine dans le cortex cingulaire (Lin
and Sibille, 2015a). Notre intérét s’est alors tourné vers ce neuropeptide et nous avons
développé I’analyse du role de la somatostatine dans 1’hippocampe, une structure critique

dans la régulation du stress et des troubles émotionnels.
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Chapitre III : Implication de la Somatostatine
hippocampique dans la régulation de I'axe
HPA et des comportements de type anxieux

et dépressifs
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Chapitre I1l — Somatostatine Hippocampique et régulation de I’axe HPA et de I’émotionnalité

Introduction

Le stress joue un réle important dans la pathogénése de troubles psychiatriques comme
la dépression majeure (Pittenger and Duman, 2008; McEwen et al., 2015a). En réponse a une
situation potentiellement menagante, 1’activation de I’axe HPA va alors permettre la libération
de GC au niveau des glandes surrénales. Ces derniers auront une action a la fois périphérique
et centrale en se fixant sur des récepteurs MR et GR. L’HPC posséde une grande
concentration de ces récepteurs et joue un role important dans le rétrocontrole négatif de I’axe
HPA (McEwen et al., 1968; Herman et al., 2005; McEwen et al., 2015b).

Les GC et les dysfonctionnements de I’axe HPA sont aujourd’hui reconnus pour étre
impliqués dans les effets déléteres du stress. Des niveaux élevés de GC contribuent a la mise
en place du dysfonctionnement hippocampique et peuvent mener a I’atrophie de cette
structure comme dans les cas de dépression majeure (Sheline, 1996; Huang et al., 2013) ou la
maladie de Cushing (Toffanin et al., 2011). L’importance de I’HPC a également été mise en
avant par des études sur I’ablation de I’HPC dorsal et du fornix qui entraine des perturbations
dans les rythmes journaliers corticostéroidiens et une élévation des niveaux de base de cette
hormone chez le rongeur (Fendler et al., 1961; Fischette et al., 1980). Au niveau
hippocampique, les MR et les GR sont principalement exprimés dans les cellules pyramidales,
orientant les études concernant les effets des GC sur ces neurones (Karst et al., 2005; Joels et
al., 2007; Joels, 2008a) alors que le systeme GABAergique reste peu exploré. Le stress
impacte également le systtme GABAergique hippocampique en affectant 1’intégrité des
neurones a parvalbumine (Hu et al., 2010) et plus particulierement, les neurones co-exprimant
la SST (Czeh et al., 2015b). Des études antérieures ont aussi démontré des libérations de
SST dans ’HPC en réponse a un stress aigu ou a une injection de dexamethasone chez
I’animal (Arancibia et al., 2001), suggérant un réle de la SST dans le rétrocontrdle négatif de
I’HPC sur I’axe HPA.

Cinq récepteurs a la SST ont été identifiés (sst1-5) et appartiennent tous a la famille
des récepteurs couplés a une protéine G. Le développement d’analogues SST (Weckbecker et
al., 2003; Hannon et al., 2004), associé a la mise a disposition de modeles transgéniques
(Zeyda and Hochgeschwender, 2008), a permis de mieux comprendre le rdle de chaque sous-
type de récepteurs dans les fonctions cérébrales et les troubles tels que I'anxiété et la

dépression (Viollet et al., 2000; Engin et al., 2008; Engin and Treit, 2009; Epelbaum et al.,
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2009). Des études récentes ont permis de mettre en avant le réle de la SST au niveau frontal et
cingulaire dans la régulation de « I’émotionnalité » chez la souris (Soumier and Sibille, 2014;
Lin and Sibille, 20153, b) et ont démontré que les effets anxiolytiques de la SST sont médiés
par les récepteurs sst2 de ’amygdale et du septum chez le rat (Yeung et al., 2011; Yeung and
Treit, 2012). Quatre récepteurs sont présents au niveau hippocampique et cette étude vise a
identifier particulierement quels récepteurs hippocampiques interviennent dans la

réponse au stress et « I’émotionnalité » chez la souris.

Pour cela, nous nous somme intéressés, dans un premier temps, a ’implication des
récepteurs a la SST présent dans I’HPC sur I’inhibition de ’axe HPA. Nous avons alors
employés une technique de micro-injections intra-hippocampiques d’agonistes sélectifs afin
de voir I’effet de I’activation sélective d’un sous type de récepteur sur les concentrations
plasmatiques en CORT, en réponse a un stress aigu. Suite a cette premiere étude, nous avons
réalisé une expérience de microdialyse inverse intra-hippocampique afin de mesurer 1’effet de
la SST et de ses agonistes dans cette structure. Enfin, des groupes indépendants d’animaux
ont suivi des protocoles d’évaluations comportementales afin d’attester de « 1’émotionnalité »
des animaux suivant un traitement aigu d’analogues ou d’agonistes SSTergiques. Pour
terminer, nous avons vérifié I’importance des récepteurs sst2 et sst4 sur les régulations de
I’axe HPA et de I’état anxio-dépressif chez des animaux génétiquement modifiés, ne

présentant pas les récepteurs sst2 ou sst4.

Méthodologie

Dans ce troisiéme chapitre, nous avons utilis¢ 3 lignées d’animaux différentes ayant
chacune un fond génétique C57BI/6 by Jico. Des animaux C57BI/6 ont permis de mettre en
évidence 1’efficacité des traitements d’analogues SSTergiques et d’agonistes sélectifs sur les
concentrations plasmatiques et hippocampiques en CORT. Des animaux transgéniques,
n’exprimant pas le récepteur sst2 ou le récepteurs sst4 (et leurs homologues WT) ont

également été utilisés dans la derniere partie de ce chapitre.

Afin de réaliser les injections intra-hippocampiques, les animaux ont été implantés
unilatéralement avec un guide-canule (ou un guide-sonde pour la microdialyse) selon les
coordonnees suivantes: AP : -22mm; L: £1,35mm; V: -1mm a partir du bregma. Les

prélevements de dialysats par microdialyse ont eu lieu entre 8h30 et 12h30, de maniére a
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limiter les effets liés aux variations circadiennes des taux de CORT. L’animal est introduit
dans I’enceinte la veille de I’expérience afin de se familiariser avec I’environnement et le
dispositif. Pendant I’habituation, I’animal a accés a de I’eau et de la nourriture ad libitum.
Aprées 4h passées dans 1’enceinte, I’animal est connecté a la sonde de microdialyse (CMA/7 ;
CMA Microdialysis ; @= 0.24mm ; longueur=1 mm) comportant un cathéter d’entrée relié a
une pompe de perfusion (CMA, Microdialysis AB) et un cathéter de sortie relié a un carrousel
collecteur. Ainsi connecté, I’HPC est perfusé avec une solution saline tamponée (Dulbecco,
Sigma France) a un débit de 0,2pl/min jusqu’au lendemain pour la phase de test. Une heure et
demie avant les premiers prélevements, le débit de perfusion est augmenté a 1uL/min de
maniere a recueillir 15uL tous les quarts d’heure. Cela permet d’avoir un volume
suffisamment important pour doser la CORT a posteriori. La procédure suivante décrit le

déroulement des prélévements (figure 80), I’administration du choc étant le point O :

- 4 prélévements pour la détermination du niveau basal en CORT
- T’application de 3 chocs électriques (0,9mA ; 1sec) pour générer une réponse de stress
- Et 12 prélévements pour la détermination du niveau de CORT en réponse a

I’application du choc

Connexionala
sonde Injection

Prélevements Post-Choc

Placement dans
I'enceinte

V.

—

i ' Niveau
de
base

TO T+3
Tempsen
Heures

Figure 80 : Déroulement du protocole de microdialyse

L’animal est placé dans I’enceinte et connecté a la sonde la veille de I’expérience avec
un debit de 0,2ul/min. Avant le prélevement du niveau de base, le débit de perfusion
est passé a Ipul/min afin d’équilibrer le systeme. Les prélévements du niveau de base
ont lieu pendant 1 heure (zone verte) et sont suivi de l’infusion de solution
SSTergique ou de LCR pendant 15 minutes (zone jaune). Tout de suite aprés la fin de
I’infusion, le choc électrique a 0,9mA est appliqué (éclair), a raison de 3 chocs répartis
sur 1 minute. Pour finir, les prélevements post-choc se déroulent pendant 3 heures
(zone bleue).
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Une fois I’expérience terminée, les
sondes sont retirées de 1’animal, puis ce
dernier est replacé dans sa cage habituelle
avant de retourner en animalerie jusqu’a la
vérification du bon emplacement de la

sonde par des contrbles histologiques

(figure 81).
Concernant I’étude
-2.3mm .
comportementale, les animaux sont
injectés 15 minutes avant 1’évaluation
avec une dose de 5nmol/0,5ul, basée sur
-1.9mm

des études précédentes (Gastambide et al.,
2010). Les animaux ont alors été testés en
EPM, en FST, en OF ou en BWT 15

. . . . minutes plus tard. Concernant ce dernier,
Figure 81: Zone d’implantation des guide-canule

dans hippocampe de souris les animaux sont injectés le jour de la

A : contrle histologique de la bonne implantation de phase test.
la sonde dans I’hippocampe dorsal. B: Zone
d’infusion et de prélévement du dialysat (ronds
bleus).

Résultats et conclusion

1. Nos résultats ont permis de mettre en évidence un r6le de la SST hippocampique
et de ses récepteurs sst2 et sst4 dans la régulation de I’axe HPA. En effet, un traitement
aigu a base de RC160 ou d’octréotide (analogues SSTergiques), ainsi que d’agonistes
spécifiques aux récepteurs sst2 ou sst4, a permis de diminuer les concentrations plasmatiques
et hippocampiques en réponse a un stress aigu, associ¢é a une diminution d’activité

locomotrice dans I’enceinte de microdialyse.

2. Par la suite, nous avons pu montrer que malgré une similarit¢ d’action
physiologique sur I’inhibition de I’axe HPA, les récepteurs sst2 et sst4 hippocampiques

démontraient des divergences d’effets comportementaux. Nous avons ainsi pu mettre en
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évidence une régulation des comportements de type dépressif préférentiellement par le
récepteur sst4 et une régulation des comportements de type dépressif et anxieux par le
récepteur sst2.

3. Enfin, corroborant nos conclusions a partir de 1’étude pharmacologique, les
animaux sst2KO présentent des comportements de type anxieux exacerbés
contrairement aux sst4KO. Cette anxiété accrue chez des animaux sst2KO est également
accompagnée de niveaux de CORT basaux plus important, qui ne sont pas retrouvés

chez des animaux sst4KO.

Dans leur ensemble, nos résultats apportent une spécification du role de la SST
hippocampique sur la régulation de ’axe HPA et de ’implication différentielle de ses
récepteurs hippocampiques dans I’expression d’effets anxiolytiques et antidépresseurs.
L’¢lévation de CORT plasmatique et cérébrale observée est en accord avec des analyses
précedentes exploitant le méme protocole (Rohrer et al., 1998; Chauveau et al., 2010; Tronche
et al., 2010a). Nous avons pu observer une diminution de la réactivité de I’axe HPA en
réponse a un stress aigu par le RC160 et I’octréotide, ainsi que par des agonistes sélectifs des
récepteurs sst2 et sst4. Cette diminution se retrouve aussi bien au niveau plasmatique qu’au
niveau hippocampique. En accord avec les travaux d’Arancibia et al., en 2001, démontrant
une libération hippocampique de SST en réponse a un stress aigu, les effets inhibiteurs de la
SST sont détectables 15 minutes aprés I’infusion, témoignant d’une action rapide de la SST
sur I’axe HPA. Les agonistes sélectifs des récepteurs sst2 et sst4 ont démontré des effets plus
importants que les analogues a la SST (RC160 et octréotide), ce qui peut étre expliqué par une
stabilité plus grande et une demi-vie plus importante de ces agonistes par rapport a des

analogues peptidiques (Rohrer et al., 1998; Yang et al., 1998).

Les animaux ont réagi a I’application du stress par une augmentation d’activité
semblable chez tous les groupes expérimentaux, ce qui laisse suggeérer que les infusions
SSTergique n’ont pas d’effet sur les perceptions sensorielles. Nous avons également pu
constater une diminution d’activité importante apres le stress (i.e. apres le pic d’activité li€¢ a
I’application du stress) chez les animaux recevant les agonistes sst2 et sst4 et cet effet est
¢galement maintenu tout au long de I’expérience. Cela témoignerait donc d’une bonne
adaptation de I’animal dans ce nouvel environnement. De plus, les deux agonistes ont
présenté un effet sur I’'immobilité dans le test de FST mais ont également produit des effets

comportementaux différents. Cette derniére observation suppose alors que ces deux agonistes
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puissent sous-tendre des mécanismes de régulations différents. En effet, 1’agoniste sst2
diminue I’'immobilité au profit de la nage, sans impacter ’escalade des parois. Ce profil
comportemental a déja ¢été rencontré avec des traitements jouant sur Dactivité
sérotoninergique. De tels effets ont également été documentés avec des injections i.c.v de SST
ou d’agoniste sst2 chez le rat (Engin et al., 2008; Engin and Treit, 2009). Au contraire,
I’infusion d’agoniste sst4 a permis une diminution de 1’immobilit¢ mais au profit de
I’escalade, sans impacter la nage. Ce profil-ci est quant & lui typique des réponses
comportementales observees lors de traitements agissant sur le systeme noradrénergique
(Detke et al., 1995; Reneric et al., 2001; Cryan and Mombereau, 2004). De maniere
intéressante, les injections intra-hippocampique d’agonistes sst2, mais pas de sst4, ont produit
des effets anxiolytiques dans I’EPM et I’OF. Ces derniéres données appuient également notre
hypothese suggérant une action différentielle des récepteurs sst2 et sst4 hippocampique dans

la régulation des troubles émotionnels.

En accord avec nos données pharmacologiques, les animaux n’exprimant pas de
récepteur sst2 ont démontré une perturbation de 1’état de type anxieux associé a une élévation
basale de CORT plasmatique et hippocampique. Cette augmentation corréle les données de la
littérature qui avaient déja démontré une libération accrue d’ACTH chez cette souche mutante
(Viollet et al., 2000). L’ensemble de ces effets, a la fois sur I’anxiété et les niveaux de CORT,
n’a cependant pas été mis en avant chez des animaux sst4KO. D’un point de vue
comportemental, les résultats obtenus ont également corroboré notre étude pharmacologique.
En effet, les animaux sst2KO ont présent¢ une immobilité accrue accompagnée d’une
diminution de la nage tandis que les animaux sst4KO ont présenté cette méme augmentation

d’immobilité mais au détriment de I’escalade et non de la nage.

Ces données appuient une nouvelle fois notre hypothese suggérant une
mécanistique différente mise en place par les deux sous-types de récepteurs, leur
permettant ainsi une régulation différentielle des troubles de type anxieux et des

troubles de types dépressifs chez la souris.
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Abstract.

Background

Stress plays an important role in the pathogenesis of neuropsychiatric disorders.
The hippocampus exerts an inhibitory feedback on stress but the mechanisms
involved remain unclear. GABAergic functions and the integrity of somatostatin-
expressing cells recently appeared as key elements. We investigated the role of
hippocampal somatostatin receptor subtypes in both stress response and
behavioral emotionality of the mouse.

Methods

C57BL/6, wild type and sst, or sst; knockout mice were used. Inhibitory effects
of hippocampal infusions of somatostatin agonists on stress-induced
hypothalamo-pituitary-adrenal axis (HPA) activity were tested by monitoring
peripheral blood and local hippocampus corticosterone levels, the later by using
microdialysis. Anxiolytic and antidepressant-like effects were determined in the
elevated-plus maze, open field, forced swimming and a stress-sensitive beam
walking test.

Results

Hippocampal injections of somatostastin analogues, selective sst, and ssts, but
not sst; or sst; receptor agonists produced rapid and sustained inhibition of HPA
axis. sst, agonists selectively produced anxiolytic-like behaviors whereas both
sst, and sst; agonists had antidepressant-like effects reproducing, remarkably,
the behavioral profiles of antidepressants with serotoninergic and noradrenergic
activity respectively. Consistent with these findings, high corticosterone levels
and anxiety were found in sst,KO mice and depressive behaviors observed in
both sst,KO and sst4KO strains.

Conclusion



Both hippocampal sst, and sst; receptors selectively inhibit stress-induced HPA
axis activation but mediate anxiolytic and antidepressive effects through distinct
mechanisms. Such results are to be accounted for the use and the development
of somatostatin receptor agents in the treatment of hypercortisolism (Cushing’s

disease) and stress-related neuropsychiatric disorders.

Introduction

Stress plays an important role in the pathogenesis of neuropsychiatric disorders
such as major depression (1-3) and, possibly, of neurodegenerative disorders
such as Alzheimer’s disease (4-6). Stress activates the hypothalamo-pituitary-
adrenal axis (HPA) leading to release glucocorticoids from adrenal glands into the
blood. Because of their liposolubility, glucocorticoids reach the brain by crossing
the blood-brain barrier and bind to glucocorticoid and mineralocorticoid receptors
(7). The hippocampus contains the highest concentration of glucocorticoid
receptors and plays a key role for negative feed-back regulations on the HPA axis
(8-10). Glucocorticoid secretions and HPA dysfunction are involved in the
deleterious effects of stress. High glucocorticoid levels contribute to hippocampal
dysfunction and may lead to hippocampal atrophy as observed in major
depression or Cushing’s disease (11-14). Ablation of the dorsal hippocampus or
lateral fornix disrupts the diurnal corticosteroid rhythm and elevates resting
corticosteroids in rodents (15, 16). Although diverse trans-synaptic influences
from the hippocampus to corticotropin releasing factor neurons in the
paraventricular nuclei (PVN) involve glutamatergic projections on GABA neurons
in the peri-PVN region and the anterior bed nucleus of the stria terminalis (17-
19), intrinsic hippocampal mechanisms involved in stress regulation remain

unclear. As mineralocorticoid and glucocorticoid receptors are predominantly



expressed in principal cells, previous studies concerning corticosteroid effects on
neuronal activity in the hippocampus focused mainly on these neurons (20-22)
whereas GABAergic networks remained relatively unexplored. However, chronic
stress also impairs GABAergic functions in the hippocampus by affecting the
integrity of parvalbumin-expressing neurons (23) and more particularly,
somatostatin (SOM)-expressing cells (24). In vivo, rapid SOM release occurs in
the dorsal dentate gyrus when acute stress or dexamethasone is applied to
animals (25), suggesting a role for SOM in the hippocampal regulatory feedback
on stress. In addition, mice lacking SOM (SOMKO) exhibit elevated behavioral
emotionality, high basal plasma corticosterone (CORT) levels and reduced gene
expression of BDNF, Cortistatin and GAD67, together recapitulating behavioral,
neuroendocrine and molecular features of human depression (3).

Five somatostatin receptor subtypes have been described, sst;, sst,, ssts,
sst,, and ssts. All belong to the G-protein-coupled receptor family and also bind
cortistatin with high affinity (26, 27). The development of selective SOM
analogues (28, 29) together with the availability of genetically modified animal
models (30) contributed to a better understanding of the individual sst receptor
characteristics and their roles in brain functions and disorders including anxiety
and depression (31-34). Recent studies identified a causal role for frontal and
cingular SOM cells in modulating behavioral emotionality in mice (3, 35, 36) and
showed that SOM anxiolytic effects are mediated by sst, receptors contained in
the amygdala and the septum of the rat brain (37, 38). All receptor subtypes but
ssts are present in the hippocampus and SOM modulates learning and memory
formation through sst, and sst; receptors selectively (39-41). The present study
investigates the role of hippocampal SOM and its sst receptors in stress response

and emotionality, an issue that remained unexplored.



Materials / subjects and Methods

Experimental goals

The aims of the present study were first to determine if and which of the four sst
receptor subtypes (sst;4) expressed in the hippocampus inhibit stress-induced
activation of the HPA axis and then, to investigate whether such inhibitory
control would have any anxiolytic or antidepressant properties. Intrahippocampal
injections of sst selective agonists for each receptor subtype were given prior a
stress event (inescapable foot-shocks) and plasma CORT elevation was
measured. Microdialysis experiments were then conducted to assess the
hippocampal CORT feedback level, dynamically. Inhibitory effects of clinically-
relevant SOM analogues (RC160 and octreotide) and of two critical receptor-
selective agonists (sst, and sst;) were tested. Then, independent groups of mice
received the sst agonists intrahippocampally and anxiety-like or depressive-like
behaviors were assessed. Finally, further hippocampal microdialysis assays and

emotional evaluations were conducted in sst, or sst, knockout mice.

Animals

C57BI/6 by Jico mice were obtained from Charles River Laboratories (L'Arbresle,
France). sst, knockout (sst,KO) strain was originally generated by Zheng et al.
(42). ssty knockout (sst4KO) mice were produced by integration (knockin) of
LacZ gene into the sstr4 gene (43). All mouse lines were backcrossed to the
C57BL/6] background (N > 11). KO and wild-type male littermates were obtained
by intercrossing heterozygous +/- mice. All mice were bred in an animal room

equipped with an artificial 12h light/dark cycle (from 7:00 AM on). Animals were



4-8 month old at the beginning of the experiments. All experiments were
conducted between 7h30 and 12h and in compliance with Animal Care and Use

Committee (Bordeaux) and approved under the number 5012098-A.

Surgery

Mice were anesthetized with a ketamine (1mg/kg body weight)-xylazine
(10mg/kg body weight) mix and placed on a stereotaxic frame. A microdialysis
guide-cannulae (CMA/7 microdialysis probe, CMA microdialysis, Sweden) was
implanted at the following coordinates from the bregma (44): AP: -2.2mm; L:
£1.35mm; V: 1mm. The laterality of the implantation was randomized between
right and left side of the brain. Guide cannulae were fixed to the skull with dental
cement (Palavit G, Promodentaire) and 3 screws (stainless steel, @ 0.5mm,
L=1mm; FOM2000). For behavioral experiments, mice were implanted at the
same coordinates with stainless steel guide-cannulae (Le Guellec tubular
components, France). Sterile stylets were inserted in the cannulae to maintain
patency. Mice were allowed to recover from surgery for 1 week before

experiments.

Drugs

Somatostatin analogues (RC160 and octreotide, TOCRIS, France), as well as
selective agonists for sst; (L-797,591 Rahway, NJ, USA) sst, (L-054,264,
TOCRIS, France), sst; (L-796,778 Rahway, NJ, USA) or sst, (L-803,087, TOCRIS,
France) were all used at the dose of 5nmol. For microdialysis experiments, all
drugs were diluted in artificial cerebrospinal fluid (aCSF) containing 10% of
dimethylsulfoxide and were delivered into the hippocampus via the microdialysis

probe within 15 min. For other experiments, the drugs were prepared at the



concentration of 5nmol/0.5ul based on previous experiments (39) and were
delivered into the hippocampus within 5 minutes in freely-moving animals as

previously described (45). Injections were given 15 min before testing sessions.

Microdialysis

Microdialysis was performed in freely moving animals to measure CORT levels in
the dorsal hippocampus 1h before and 3h after acute stress as previously
described (46). The experiment was conducted by squad of 2 animals belonging
to controls or experimental groups respectively. The day before the experiment,
animals were individually placed in a 30cm-diameter chamber made of clear
plexiglass walls and equipped with a grid floor. Animals had ad lib access to their
habitual chow and water. A microdialysis probe (CMA/7 membrane length 1mm;
@=0.24mm; CMA Microdialysis, Sweden) was inserted into the guide-cannulae in
the dorsal hippocampus. The membrane was 1mm longer than the guide-
cannulae to be directly in contact with the hippocampal tissue. Probe was
continuously perfused with sterile, filtered Dulbecco’s solution (mock CSF,
Sigma, France) at a rate of 0.1ul/min for fluid equilibration during 1 night. After
the equilibration phase, baseline dialysates were collected every 15 min with a
flow rate of 1ul/min during 1h. After baseline establishment, three inescapable
foot-shocks (0.9mA; 1sec) were applied from the grid floor within 1 min to
provide stress. For pharmacological experiments, the perfusion was switched to
another syringe containing the drug or the vehicle for 15 min after baseline. At
the end of the injection, syringes were switched back to perfuse aCSF and the
stress procedure was applied. The dialysates were collected every 15 min during

3h after stress. Samples were stored at -80°C until free CORT determination.



Plasma corticosterone collection

Mice received an intrahippocampal injection of either one sst agonist or aCSF
solution in their home-cage. Fifteen minutes after the injection, 3 foot-shocks
were delivered as described above and 15 minutes later blood was collected from
the retro-orbital vessel under anaesthesia (isofluran) by a capillary tube. After
centrifugation at 3500 r.p.m. for 10 min, the supernatant was stored at —80 °C
until ELISA assay. An enzyme immunoassay commercial kit (Correlate-EIA,
Assay Designs, Ann Arbor, MI) was used to measure plasma or hippocampal
CORT concentrations as previously described (46, 47). The sensitivity of the
ELISA assay is 18.6 pg/ml. Baseline sample concentration was more than 10-fold
above the sensitivity threshold. Data are expressed in pg/ml/15min for CSF and

in ng/ml for plasma.

Behavior

Motion recording during intrahippocampal microdialysis

Each mouse was video recorded and its activity was quantified by videotracking
(Viewpoint, Champagne au Mont d’Or, France). Three displacement thresholds
were determined from pilot trials to quantify resting or very small motions, small
motions and large motions respectively as function of pixels displacement/16ms.
Changes of movement types were counted as a motion unit and analyzed per
period of 15 minutes to assess the evolution of the activity from the baseline to

the end of the post-stress evaluation.

Elevated Plus-Maze
The elevated plus-maze apparatus was composed of grey polyvinylcarbonate and

consisted of four arms surrounding a central platform. Each arm was 30cm long,



7cm wide, and 60cm above the ground. The four arms joined at the center on a
7cm square platform. Two opposite arms of the plus maze (“closed arms”) were
bordered by 24cm-high sidewalls opened on the top, and the two other arms
(“open arms”) did not have sidewalls. Light intensity in the open arms was 70
lux. At the beginning of each test, the mouse was placed in the center of the
maze in a cylinder (7cm in diameter, 17cm high) for 30 sec. Then, the cylinder
was removed and the animal was allowed to explore all arms of the maze freely
for 8 min. An entry was counted when the mouse entered an arm with all 4 feet.
The number of entries, times in open and closed arms, latencies to entry and

explorations of open arms extremities were measured.

Open-Field

The open-field was a white circular arena (1m diameter) surrounded by a 25 cm-
high wall made of opaque plexiglass. One lamp, 2 meters above the apparatus,
provided 70 lux of illumination distributed equally over the entire surface of the
apparatus. Animals were placed into the open-field facing to the wall and were
allowed to freely explore the apparatus for 5 min. The floor was virtually divided
into a periphery annulus 12cm wide and a central zone. Exploration parameters

were quantified by videotracking (Viewpoint, Champagne au Mont d’Or, France).

Forced Swim Test

Mice were placed into a glass cylinder (diameter 15cm, height 29cm) containing
20cm of water at 25 £1°C. The protocol used is that initially described by Porsolt
et al. (48) in which the animal is maintained in water during 6 min. The time
respectively spent in swimming, climbing the wall of the glass cylinder or

immobility was analyzed during the first four minutes or during the last four



minutes of the test depending on whether depressive-like behaviors (knockout
mice experiments) or antidepressant effects (pharmacology experiments) were

expected.

Stress-sensitive Beam Walking Test

Mice were placed at the extremity of a 1-meter long beam, 80cm high from the
floor. The start platform was narrow (3x4 cm) and exposed to intense light (120
lux) to encourage the animal to walk through the beam to reach the dark
compartment. The time to cross the beam and the number of hesitations (stop or
slowing down) were recorded and quantified by the videotrack system. Animals
were first trained for 3 days (3 trials/day) with beams of different shapes and
sizes with increasing difficulty: square-beam (10mm, S10), round-beam (15mm,
R15), square-beam (8mm, S8). A cut-off was applied if the mouse fell down from
the beam or did not cross the beam in 2-min time. All mice successfully crossed
all beams by the end of the training with average crossing time of 10.26%+0.6
sec, 10.84+4.3 sec and 11.1+1.3 sec for S10, R15 and S8 respectively. The next
day, mice were injected with sst, or sst; agonists or aCSF 15 minutes before
receiving a foot-shock stress as described above. Fifteen minutes later, mice
were tested on the beams experienced during training and an additional round-
beam (10 mm) was introduced. Results are the mean of two successive trials for

each beam.

Histology
At the end of the experiments, mice were anesthetized with 27mg/0.5ml of
Sodium Pentobarbital and quickly decapitated. Entire heads were immersed in a

solution of 10% formaldehyde at 4°C for two weeks. The brain was removed



from the skull and was then cryoprotected in a 10% formaldehyde/30%
saccharose solution during two days and quickly frozen in cold isopentane.
Frozen brains were coronally sectioned into slices (60um thickness). A cresyl
violet stain was used to check the exactness of the microdialysis probes or

cannulae implantation.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using the Statview 5.0 software (Statistical
Analysis System Institute Inc, NC, USA). The data were analyzed using ANOVA
to determine main factor effects and followed by appropriate post-hoc tests.

Mean group comparisons were performed using Student’s t-tests.

Results

Plasma CORT levels increased by 4-fold following stress exposure relative
to baseline/non-stressed conditions (Figure 1). CORT levels was lower following
intrahippocampal injections of L-054,264 (t(11)=3.98; P=0.002) or L-803,087
(t(9)=2.94; P=0.016) but not of L-797,591 or L-796-778 agonists relative to
stressed controls, indicating that hippocampal sst, and sst4, but not sst; or ssts
receptors, contribute to inhibit stress-induced activation of the HPA axis.

Hippocampal CORT concentrations sampled by microdialysis rose within
one hour following stress onset in control mice (Figures 2-3) and progressively
returned to baseline levels within the next two hours. SOM analogues RC160 and
octreotide, known to target sst, ;.5 receptor subtypes attenuated stress-induced
increase in hippocampal CORT levels (Figure 2; Treatment effects Fs>4.10;
Ps<0.05 for both analogues). The non-peptidic agonists L-054,264 and L-

803,087 (Figure 3) targeting sst, and sst; respectively, fully blocked the



elevation of CORT levels in the hippocampus following acute stress (treatment
effects: Fs>7.61; Ps<0.01 for both agonists). Inhibitory effects started
immediately after infusion (Ps<0.01 for both agonists) and lasted for at least 3
hours post stress onset (Ps<0.05 for both agonists). As indicated on Figure 3B,
stress induced a transient peak of hyperactivity in all groups. But then,
locomotor activity levels recovered and were lower in mice infused with either
the sst, or ssty agonist relative to controls (treatment effects: Fs>6.18; Ps<0.02
for both agonists), indicating that both sst, and sst; hippocampal receptors
attenuate stress-induced reactivity. However, further behavioral investigations
revealed that each of these agonists alleviates stress-induced emotional
responses differently (Figure 4). L-054,264 selectively reduced anxiety-like
behaviors as assessed by exploration levels of open places either in the elevated
plus-maze (P<0.009 for both entries and time in open arms) or in the open-field
(P=0.01). In the elevated plus-maze, L-054,264 also shortened the latency to
enter an open arm (P=0.001) and increased the number of explorations to the
open arm extremities (P=0.02). Both L-054,264 and L-803,087 modified
behaviors in the forced swim test but the latter increased the attempts to escape
by trying to climb on the wall of the glass cylinder (P=0.04) whereas the former
increased the time spent in swimming (P=0.02). Finally, only L-803,087 altered
performance in the beam walking test. The sst4 agonist prevented both stress-
induced hesitations (P=0.007, data not shown) and increases in time (P<0.01) to
cross the beams as a function of difficulty and novelty, further highlighting that
hippocampal sst, and sst, receptors control different emotional behaviors.
Consistent with such findings, behaviors of sst;KO and sst4KO mice in the
elevated plus-maze and in the forced swim test were altered in an opposite

manner (Figure 5). Relative to wild type littermates, sst,KO mice displayed



increased latency to enter an open arm (P=0.04), lower exploration time in open
arms (P=0.001) and lower access to open arm extremities (P=0.003) whereas
no significant effect was detected between sst;KO and wild type. In the forced
swim test, both sst,KO and sst;KO mice displayed increased immobility relative
to their wild type littermates (P=0.001 and P=0.004, respectively). However,
swimming decreased selectively in sst;KO mice (P=0.002) whereas climbing
decreased selectively in sst4;KO mice (P=0.02) indicating that active behaviors
are qualitatively altered depending on genotypes.

Basal levels of plasma CORT were significantly higher in sst;KO mice
(P=0.04) than in WT littermates and consistently, basal CORT levels in
hippocampal dialysates were also higher in sst,KO mice (Figure 6). A significant
genotype effect was observed both before (F(1.16)=9.91; P=0.006) and after
stress exposure (F(1,16)=6.86 ; P=0.019). The time lag to produce a significant
increase (45 min, P=0.009) was shorter and the maximal (P=0.02) and recovery
(P=0.01) levels of CORT concentrations were significantly higher in sst,KO than
in WT, indicating that the HPA axis is constitutively up-regulated and is more
reactive to stress in the absence of sst, receptors. No change in CORT levels was
observed in sst,KO mice (data not shown, F(1,18)=0.07; P=0.78).

Finally, and to further investigate the inhibitory control induced by sst,
receptor activation, intrahippocampal injections of L-803,087 were tested in
sst,b KO mice (Figure 7). L-803,087 lowered stress-induced elevation of
hippocampal CORT levels in sst;KO mice (F(1,12)=5.76; P=0.03), thus
confirming that hippocampal sst, receptors contribute to the inhibition of the HPA
axis. However, the inhibitory effect of L-803,087 occurred only lately (+1h30)
whereas it occurred immediately after stress onset in experiments with C57BL/6

mice (see Figure 3), indicating that the presence of hippocampal sst, receptors is



required for the fast-acting inhibition of the HPA axis by somatostatinergic

neurotransmission.

Discussion

The hippocampus is important for episodic and spatial memory but is now also
recognized for its role in mood regulation (2, 10). Hippocampal regulation on the
HPA axis appears to be critically involved in the generation of psychiatric and
neurocognitive symptoms subsequent to chronic stress exposure (49-51) but
also, following acute exposure to psychogenic stressors (52) or acute therapy
with high-dose of corticoids (53). Dysregulations of the HPA axis may promote
stress-related illnesses such as depression, generalized anxiety, post-traumatic
stress disorders and memory deficits (54, 55). There is evidence that stress and
glucocorticoids negatively impact hippocampal neuroplasticity including
neurogenesis, neuronal and glial survivals in relationship with depression (1, 56-
59). Many studies also linked depression to an increase in the excitatory-
inhibitory ratio (60, 61) which may be attributed to a loss of GABAergic neurons.
Parvalbumin and SOM subpopulations of GABAergic neurons in all hippocampal
subfields and in both the dorsal and ventral parts are particularly vulnerable to
chronic stress exposure (24). We observed herein a causal inhibitory effect of
RC160, octreotide as well as selective sst, or sst, receptor agonists on acute
stress response, as measured by alterations in both plasma and hippocampal
CORT levels. Such findings support the critical role played by SOM
neurotransmission in the inhibitory hippocampal feedback on the HPA axis. The
levels and the time course of stress-induced increase in hippocampal CORT were
comparable to previous experiments using the same protocol (47, 62, 63).

Consistent with the finding that acute stress or dexamethasone produces rapid



SOM release in the hippocampus (25), SOM inhibitory effects were detectable
within 15 minutes after infusion, indicating that activation of the hippocampal
somatostatinergic network by glucocorticoids controls the stress response
rapidly. sst, and sst, receptor agonists produced stronger effects than RC160 and
octreotide in agreement with better stability and longer half-life than peptidergic
analogues (64, 65). Mice reacted to footshocks by expressing a transient peak of
locomotor activity which was comparable in all groups, indicating that sst
agonists did not alter sensorial perception thresholds. Both sst, and sst; receptor
agonists reduced locomotor activity, an inhibitory effect which occurred rapidly
and persisted all along the entire experiment. The time course of the decreased
activity in mice infused with sst, or sst; agonist rather indicates a better
adaptation (habituation) to the aversive context than motor deficiencies.
Accordingly, L-054,264 had no effect and L-803,087 improved performance in
the beam walking test. Both agonists also had similar inhibitory effects on
immobility in the forced swim test. Interestingly, in this latter test, they
produced different active behaviors, implying that distinct mechanisms underlie
their behavioral effects. The sst, receptor agonist increased swimming behavior
without affecting climbing behavior, a type of behavioral pattern which is
characteristic of serotoninergic activity. In sharp contrast, the sst; receptor
agonist increased climbing behavior without affecting swimming as produced by
antidepressants with noradrenergic activity (66-68). The behavioral profile
produced by L-054,264 (decreased immobility/increased swimming) was similar
to that previously observed in rats which received intracerebroventricular
injections of SOM (32) or L-779,976, another sst, selective agonist (33). In
addition, the hippocampal injection of sst,, but not the sst; agonist, also

produced anxiolytic-like behavior in elevated plus-maze and open field testing,



corroborating the idea that hippocampal sst, and sst; regulate different
emotional responses.

Consistent with the pharmacological results, sst,KO, but not sst;,KO mice
displayed increased anxiety-like behaviors as initially observed in the sst,KO
strain (31). CORT levels were also constitutively higher in sst,KO mice in
agreement with the increased ACTH release previously described in these mice
(31) and the increased basal level of CORT reported in SOMKO mice (3), an
effect which was not detected in sst4,KO mice. In addition, increased immobility in
the forced swim test associated with decreased swimming in sst,KO mice
whereas climbing was decreased in sst4,KO mice corroborate the idea that sst;
and sst; regulate emotionality by different mechanisms and may interact with
serotoninergic and noradrenergic systems respectively. Notwithstanding,
selective and global axonal degeneration of noradrenergic projections was
recently identified in sst,KO mice suggesting that sst, is critically involved in the
maintenance and integrity of the noradrenergic system, a widespread brain
network of fundamental importance for the regulation of arousal, stress,
emotions and memory functions (69).

We previously showed that injections of a sst, agonist in the dorsal hippocampus
have detrimental effects on spatial learning but promote the use of the striatal-
dependent memory system (40). In a similar way, stress promotes a shift from
flexible cognitive to rather rigid habit memory systems to rescue task
performance (70, 71). Together with the present results, this suggests that
dorsal hippocampal sst; receptors control both emotional and cognitive
responses to cope with stressful situations. However, previous results showed
that the functionality of hippocampal sst, receptors is lost in case of blockade or

absence of sst,. L-803,087-mediated increase in glutamatergic excitability and



bursting frequency in hippocampal CA1 as well as L-803,087-mediated shift
toward the use of the striatal memory system are blocked by sst, antagonists or
sst, gene deletion (39, 72, 73). In line with these results we show here that, in
the absence of sst, receptors, ssty-mediated inhibition on the HPA axis is lost
during induction of the stress response. How sst, and ssts receptors cooperate
remains unclear but, based on immunohistochemistry detections (39), binding
experiments (31, 74) as well as mRNA mapping (75) in the mouse brain, the non
overlapping distribution of sst, and sst4 respectively found in the dentate gyrus
and in the CA1l subfield suggests that interactions between these sst receptor
functions occur indirectly and that dentate gyrus and CA1l cooperate to control
the HPA axis activity. The non-overlapping distribution may also account for the
differential effects of sst, and sst; on anxiety-like and depressive-like behaviors.
This is in line with a recent study which demonstrated that optogenetic control of
granule cells activity in the dorsal dentate gyrus selectively results in a dramatic
increase in exploratory behavior in novel environments while affecting the
ventral dentate gyrus causes an equally robust decrease in anxiety-related
behavior (76). Insofar as the role of the CAl subfield in emotions remains
unclear, the present results suggest that dentate gyrus sst, and CA1l sst,
receptors conjointly control behavior in response to glucocorticoids by providing
anti-anxiety and antidepressant effects.

In conclusion, SOM is a key regulator of the HPA axis activity not only at the
pituitary level but also at the brain level. The results of this study provide
evidence that besides cortical, hypothalamic, amygdalar and septal
involvements, hippocampal SOM neurotransmission critically controls both HPA
function and emotionality through sst, and sst; receptors. This must be taken

into account for the development and management of multiselective sst receptor



ligands such as pasireotide which is currently used to control hypercortisolism in
the Cushing’s disease, a syndrome which most often, is also associated with

anxiety, irritability, depression and memory troubles (77, 78).
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Legends to the Figures

Figure 1: hippocampal infusions of sst, and sst; receptor agonists
decrease the reactivity of the HPA axis to acute stress.

Animals received hippocampal infusion of aCSF (NS: Non-Stressed, N=5;
and Stressed, N=6), sst; (N=4), sst, (N=7), sst; (N=4) or sst, receptor
agonists (N=5), 15 minutes before acute foot-shock stress. Plasma was
collected 15 minutes after stress for ELISA analysis. Both sst, and sst,
receptor agonists attenuated CORT response to acute stress exposure
(P=0.0022 and P=0.0164, respectively) whereas other agonists had no
effect. Data are expressed in ng/ml, means + s.e.m. *P<0.05, **P<0.01

relative to the aCSF stressed group with Student’s t-test.

Figure 2: hippocampal infusion of somatostatin analogues reduce

hippocampal CORT elevation by acute stress.

Infusion of RC160 (N=9) or octreotide (OCTR; N=8) reduced CORT level
elevation in response to acute stress as compared to aCSF (N=16). The
bar on the time scales indicates the infusion of the analogue. The grey
arrow indicates the time when the acute foot-shock stress (S) was
applied. Data are expressed as mean CORT concentration in pg/ml/15min

+ s.e.m. *P<0.05 compared to aCSF group with Student’s t-tests.



Figure 3: hippocampal concentrations of CORT and general motion
activity are decreased by infusions of both sst, and sst; receptor
agonists.

A-Time-course evolution of CORT level in the dorsal hippocampus sampled
every 15 minutes for 1 hour before and 3 hours following acute stress.
The bar on the time scales indicates the infusion of the sst agonist. The
grey arrow indicates when the acute foot-shock stress (S) was applied.
Both sst, (red square; N=10) and ssty (blue triangle; N=7) receptor
agonists rapidly decreased hippocampal CORT levels (within 15 minutes)
and inhibited CORT elevation in response to acute stress as compared to
aCSF (white circle; N=16). Results are expressed as mean * s.e.m.
hippocampal CORT concentration in pg/ml/15min. B- Time-course
evolution of stress-induced activity. Both agonists decreased stress
reactivity in a long-lasting manner. Results are expressed as mean %
s.e.m. of motion units/15min. *P<0.05, **P<0.01, compared to aCSF

group with Student’s t-tests.



Figure 4: Hippocampal sst, and sst; receptors regulate emotional
behaviors differently.

Elevated-plus maze, open field, forced swim test and beam walking tests
were performed on the same animals with intra-hippocampal aCSF
(N=10), sst, (L-054,264; N=8) or ssts (L-803,087, N=8) agonist
infusions.

A. Anxiety-like behavior evaluated in the elevated-plus maze showed that
infusion of L-054,264 increased the time spent and the open arms entries
whereas infusion of L-803,087 had no effect. Data are expressed as mean
percentage of time and entries (+s.e.m.) related to total time spent or
entries in all arms during the test.

B. Anxiety-like behavior evaluated in the open-field showed that both L-
054,264 and L-803,087 decreased latency to reach the center of the
arena but only L-054,264 increased the time spent in the center area.
Data are expressed as mean latency to reach the center in seconds
(+s.e.m). and mean percentage of time spent in the center (+s.e.m.)
relatively to the entire arena. C. Recording of the last four minutes in the
forced swim test, showed that L-054,264 increased the time spent in
swimming whereas no effect was observed on climbing nor, albeit almost
significant, on immobility (P=0.07). L-803,087 decreased immobility to
the benefit of increased climbing but not of swimming responses. Results
are expressed in percentage of time spent (+s.e.m.) for each behavior.
D. Beam Walking testing showed that the time to cross the beams was

decreased by L-803,087 and reached a significant level in the hardest



difficulty tested. Square or round and the associated number indicate the
shape and the section size of the beam. Data are expressed as mean time
(second +s.e.m.) to cross the beam.

*P<0.05 and **P<0.01 relative to the aCSF group using Student’s t-tests.

Figure 5: sst, and sst; receptor gene invalidation differently
modulate anxiety- and depressive-like behaviors.

Elevated-plus maze testing aimed at evaluating anxiety-like behaviors
showed that the latency to enter an open arm (seconds) was increased
while percentage of time spent in open arms as well as entries into open
arm extremities were decreased in sst;KO mice (A) but not in sst4,KO mice
(B) relative to their WT littermates. sst,KO, N=12; WT, N=12; sst4KO,
N=10 WT N=8.

Recording of the first four minutes of the forced swim test [aimed at
evaluating depressive-like behavior] revealed increased immobility in both
sst,KO (€C) and sst4yKO (D) mice. Active behaviors differed between
genotypes in that swimming decreased in sst;KO whereas climbing was
affected in sst4KO mice. Sst;KO, N=12; WT, N=12; sst4KO, N=10; WT,
N=12.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 relative to wild type littermates with

Student’s t-tests



Figure 6: sst, gene invalidation leads to elevated plasma and
hippocampal CORT concentrations.

A. Basal plasma CORT concentration measured in sst,KO mice (-/- , N=8)
was higher than in wild-type mice (+/+, N=5) B. Levels of CORT
concentration measured in hippocampal dialysates were also higher in
sst;KO (N=9) than wild-type (N=9) mice, both before and after the
application of electric foot-shocks. The grey arrow indicates the time when
acute stress was applied. Data are expressed as mean CORT
concentration (ng/ml or pg/ml/15min) * s.e.m. *P<0.05, **P<0.01 vs

wild-type groups using Student’s t-tests.

Figure 7: Hippocampal infusion of the sst; receptor agonist L-
803,087 in sst,KO mice decreases CORT levels only during
recovery of acute stress.

Hippocampal infusion of the ssts agonist L-803,087 in sst;KO mice (N=5)
did not alter the early increase in CORT levels (from 0 to 90 minutes)
following acute stress. However, L-803,087 infusion accelerated recovery
(from 90 to 180 minutes) and even decreased baseline CORT levels, as
compared to aCSF-infused sst;KO mice(N=9). The bar on the time scale
indicates when L-803,087 was infused. The grey arrow indicates the time
when the acute foot-shock stress (S) was applied. Data are expressed as
mean hippocampal CORT concentration in ng/ml/15min £ s.e.m. *P<0.05,

**P<0.01 relative to the aCSF group with Student’s t-tests.
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Chapitre IV : Le récepteur sst2 intervient
essentiellement dans les régulations de

I’état anxieux
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Chapitre 1V — Récepteur sst2 et état anxieux

Introduction

A visée adaptative, ’axe HPA est le principal élément de la réponse au stress. Il
permet la mise en circulation de GC qui bénéficient d’un pouvoir d’action sur de nombreux
processus comme la neurogenese (Gould and Tanapat, 1999), la plasticité (McEwen, 1999), la
survie neuronale ou les fonctions mnésiques et émotionnelles (Herbert et al., 2006). Cet
important panel d’action fait du stress un des déclencheurs les plus rencontrés dans les cas de
dépression majeure (Katz et al., 1981; Hammen, 2005). Au travers des différents chapitres
précédents, nous avons pu mettre en avant les impacts du stress chronique chez 1’adulte sur
I’émergence de troubles émotionnels et cognitifs & court et long termes. La tranche d’age
adulte durant laquelle a lieu I’exposition au stress chronique a également démontré son

importance primordiale dans I’installation et la persistance de certaines perturbations.

Lors d’un épisode de stress aigu, il a été démontré que le systéme SSTergique est
activé (Arancibia et al., 2001) suggérant un role de la SST dans la régulation de I’axe du
stress. Cing sous-types de récepteurs a la SST ont été identifiés (sst1-5) et appartiennent a la
famille des récepteurs couplés a une protéine G. Le développement d’analogues SST
(Weckbecker et al., 2003; Hannon et al., 2004) et les avancées en matiére de mutagénése chez
la souris (Zeyda and Hochgeschwender, 2008), ont permis de mieux comprendre le role de
chaque sous-type de récepteurs dans les fonctions cérébrales et les troubles émotionnels
(Viollet et al., 2000; Engin et al., 2008; Engin and Treit, 2009; Epelbaum et al., 2009). Au
niveau frontal et cingulaire, la SST intervient dans la régulation de « I’émotionnalité » chez la
souris (Soumier and Sibille, 2014; Lin and Sibille, 20153, b) et les effets anxiolytiques de la
SST sont quant a eux médiés par les récepteurs sst2 de I’amygdale et du septum chez le rat
(Yeung et al., 2011; Yeung and Treit, 2012). Nous avons montré dans le chapitre précédent
que la SST hippocampique participe au rétrocontrole négatif de 1’axe HPA et nous avons
spécifié son mode d’action en démontrant que ce mécanisme implique les récepteurs sst2 et
sst4. 1l est maintenant admis que la SST participe a la régulation des troubles anxio-dépressifs
(Soumier and Sibille, 2014; Lin and Sibille, 2015a, b) et nos résultats du chapitre précédent
ont principalement identifié¢ 1’importance du récepteur sst2 dans ces régulations. L’abscence
de récepteur sst2 chez la souris a déja été étudiée dans des conditions normales (Viollet et al.,
2000) ou en réponse a un stress aigu (Prévét et al., soumis) et ont démontré

I’hyperémotionnalité de ces souris. Mais aucune étude n’a directement comparer le profil
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Chapitre IV — Récepteur sst2 et état anxieux

émotionnel de ces souris a des sujets WT chroniquement stressés, ni déterminer s’il existe une

vulneérabilité accrue des souris sst2KO aux effets déléteres d’un stress chronique.

L’objectif de ce dernier chapitre a alors été de vérifier s’il existe une sensibilité accrue
face a un SCLI chez la souris adulte en I’abscence de récepteur sst2. Nous avons alors
formuler I’hypothése que I’absence de récepteur sst2 entraine une atteinte émotionnelle
exacerbée par une exposition au stress chronique a 1’age adulte. Pour tenter de répondre a
cette hypothése, nous avons évalué¢ les profils comportementaux d’animaux agés de 10-12

mois WT ou sst2KO apres une exposition a un stress chronique de 6 semaines.

Méthodologie

Ce dernier chapitre correspond aux expériences du chapitre | appliquées a des animaux
de 10-12 mois WT et sst2KO. Cette tranche d’age a été choisie en raison des résultats obtenus
précédemment. En effet, les animaux WT &ges de 10-12 mois présentaient des profils
comportementaux peu marqués par un phénomeéne de vieillissement et démontraient une

sensibilité modérée au protocole de SCLI.

Tableau 17 : Répartition des animaux dans les groupes expérimentaux

Age et Genotype 12 mois WT 12 mois sst2KO
Condition NS SCLI NS SCLI
Nombre 14 9 11 11

Chaque génotype a été divisée en 2 conditions (tableau 17), une condition « non-
stressé » (NS sur les figures) et une condition expérimentale (stressée par le protocole de
SCLI ; UCMS sur les figures). Les animaux du groupe non-stressé ont alors été groupés par
cages de 5 individus. Afin d’identifier chaque animal, un marquage auriculaire a été réalisé a
I’aide d’un poingon. Les animaux du groupe SCLI ont été placés en cage individuelle, dans
une piece isolée afin de suivre le protocole sans interférer sur les animaux du groupe non-

stressé.

Les animaux de chaque groupe SCLI de chaque génotype ont alors suivi le protocole
de stress chronique pendant 6 semaines tandis que leurs homologues non-stressés sont restés

en stabulation a 1’animalerie. Durant le protocole, les animaux ont été hebdomadairement
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pesés et leur pelage a été évalué selon les criteres décrits dans la partie « Matériel et
Méthodes » du manuscrit. La figure 82 donne 1’enchainement des expériences qui ont eu lieu

apres la fin du protocole de stress chronique, pour toutes les classes d’age.

Test Saccharose

Semaine 1

T.Maze T.Maze T.Maze

Semaine 2 Habituation 1 Habituation 2 Pré-test

Figure 82 : Chronologie expérimentale du protocole de stress chronique et des évaluations réalisées

Les preléevements de sang destinés aux dosages de la CORT ont été realisés le jour suivant la fin du
protocole de stress chronique, entre 8h et 10h. Le test d’anhédonie a ensuite été réalisé sur 48h, puis les
animaux ont été successivement évalués a raison d’un test comportemental par jour dans 1’ordre suivant :
EPM : Elevated Plus Maze ; FST : Nage Forcée de Porsolt ; TST : Tail Suspension et T-maze.

Cinq catégories de troubles liés au stress chronique ont été évaluées, a savoir les
troubles de type anxieux, les troubles de type dépressif, les troubles somatiques, les troubles
cognitifs et I’hyperhédonie. Afin de normaliser les effets observés, et de comparer les
différentes catégories de troubles entre elles, le calcul d’un z-score a été réalisé en prenant le
groupe WT non-stressé comme référence. Les différents parametres mesurés de chaque test,
présentés dans 1’étude, ont alors été utilisés afin de générer un z-score global pour chaque test.
Les tests évaluant les mémes catégories de troubles (parmi les 5 cités ci-dessus) ont alors éteé
moyennés afin d’obtenir un z-score pour chaque catégorie. Le z-score ne permettant pas la
comparaison des différents troubles entre eux a cause de I’absence de bornes et d’une
dépendance a la déviation standard du groupe référent, nous avons appliqué la méthode de
calcul d’un index allant de 0 a 4 (dont le détail est donné dans la partie « Matériels et
Méthodes » de ce manuscrit), codant les différents parametres évalués afin de comparer les

amplitudes des différents catégories de troubles émergeants selon les génotypes et/ou le SCLI.
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Résultats Expérimentaux

b. Evaluations somatiques et mesures des taux de corticostérone plasmatique
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Figure 83 : Evaluations de I’état du pelage chez des animaux WT et sst2KO 4gés de 12 mois en
fonction de leur condition de stress chronique et de leur génotype

A : Le SCLI entraine une détérioration du pelage des animaux WT et chez les animaux sst2KO malgré
une atteinte détérioration déja présente chez ces derniers (B = baseline ; S+1 = 1 semaine apres le stress
chronique) ; B : z-score moyen de 1’état du pelage (NS = non stressé ; UCMS = stressé par le protocole
de SCLI); Moyenne + s.e.m.; Effet SCLI: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; Effet génotype :
#p<0,05 ; ##p<0.01 ; ###p<0.001

La figure 83 montre 1’évolution de 1’état du pelage des animaux durant les 6 semaines
de stress chronique. Une détérioration générale s’installe au fil des semaines (F7.287)=67,2
p=0,0001) mais dépend a la fois de la condition SCLI et du génotype (interaction semaine x
génotype (F(:287=4,3 ; p=0,0001 et semaine X SCLI F(7.267)=10,5 , p=0,0001). Chez les
animaux WT non stressés, une légere détérioration est observable a I’issue des 6 semaines de
stress. La détérioration du pelage débute dés la 3™ semaine chez les animaux WT exposés
au stress chronique (p<0,001) et est significativement plus marquée. Malgré 1’absence

d’exposition au protocole de stress chronique, les animaux sst2KO non stressés présentent une
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détérioration du pelage supérieure a celle des WT non stressés (p<0.001) dés la 2"*™ semaine

d’évaluation. L’exposition au stress chronique chez les animaux sst2KO entraine une

détérioration du pelage qui est significative (P<0.01) des la premiére semaine d’exposition au

stress. Ces résultats indiquent que la détérioration somatique liée au stress chronique est

accélérée chez les animaux sst2KO. Cependant, comme résumé dans la figure 83B, I’analyse
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Figure 84 : Concentration plasmatique de
corticostérone chez des animaux WT et
sst2KO agés de 12 mois en fonction de leur
condition de SCL.I et de leur génotype

Les animaux sst2KO présentent  des
concentrations  plasmatiques (en  ng/ml)
supérieures au WT, que ce soit en condition
non stressé (NS) et stressé (UCMS)
Moyenne * s.e.m.; Effet SCLI: *p<0.05;
**n<0.01; ***p<0.001; Effet génotype:
#p<0,05 ; ##p<0.01 ; #H#p<0.001

des z-scores moyens révele un effet significatif
du génotype (p<0,001) et du SCLI chez les WT
(p<0,001), pas,
significatif chez les sst2KO (p=0,07).

qui n’est mais presque,

Les concentrations
CORT mesurées a I’issue du SCLI
présentées dans la figure 84. L’ANOVA indique
un effet du genotype (F(1.41)=12,31; p=0,0011),
un effet SCLI (Fq .41y=24,38; p<0,0001) mais

plasmatiques de

sont

pas d’interaction entre les facteurs (p=0,13).
L’effet génotype se traduit par des niveaux de
CORT plus élevés chez les sst2KO a la fois en
condition non-stressée (p=0,02) qu’en réponse a
un SCLI (p=0,02). L’effet SCLI est dii & une
augmentation des taux de CORT a la fois chez
les WT et les sst2KO stressés (p=0,0003 et
p=0,0023,
indiquent une hypercoticostéronémie liee a la

respectivement). Ces  résultats

fois au génotype et a I’exposition au stress

chronique.
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c. Evaluation de I’hyperhédonie

A D B, B L4 -
< 80 - P
X Q 1,2 *
‘8' 70 - o
] 1 -

£ 60 - 2
g il - 208 -
2 >0 2 OWT

40 - 5 i
§ § 0,6 W sst2KO
g 307 04 -
@ o0 - S

10 - 02 - [

0 - 0 -

NS  UCMS NS  UCMS

Figure 85 : Consommation préférentielle de saccharose chez des souris WT et sst2KO en fonction de
leur condition de stress chronique

Le SCLI et la délétion du récepteur sst2 entraine une préférence accrue pour le saccharose. A : Préférence
pour le saccharose (exprimée en pourcentage); Hasard a 50% ; B; z-score des consommations
preférentielles par rapport au groupe WT-NS; Moyenne + s.e.m.; Effet SCLI: *p<0.05; Effet du
génotype : #p<0.05.

Le test de préférence au saccharose indique une différence liée au génotype
(ANOVA : F(1.41=5,8; p=0,02) qui s’explique par une préférence accrue de la part des
animaux sst2KO non-stressés comparativement aux animaux WT (p=0,014) (figure 85). Un
effet SCLI (Fq1.41=4,2; p=0,046) sans interaction entre les deux facteurs (F( .42=2,9;
p=0,09) a également été révélé par I’analyse. Il est uniquement d @ une augmentation de la
préférence au saccharose chez les animaux WT SCLI comparativement aux animaux WT non
stressés (p=0,035). Un t de Student a permis de montrer que les préférences de tous les
groupes, hormis le groupe WT non-stressé, étaient différentes du hasard (p<0,0033).
L’analyse du z-score indique également un effet du génotype qui se traduit par un z-score plus
important chez les sst2KO non stressés. Ces données suggérent une hyperhédonie présente
chez les animaux WT stressés, sst2KO non-stresses et sst2KO stressés ce qui corrobore les
résultats du chapitre 1, montrant une préférence accrue pour le saccharose en réponse au stress

chronique a I’dge de 12 mois.
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d. Evaluations des troubles de type dépressif
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Figure 86 : Evaluation comportementale des troubles de type dépressif chez la souris WT et sst2KO

Le comportement des animaux a été enregistré puis quantifié en aveugle dans un test de Nage Forcée de
Porsolt et dans un test de Tail Suspension test. Le FST présente le pourcentage de temps passé a nager, a
escalader la paroi ou a rester immobile sur les 4 premiéres minutes du test, chez des souris adultes de 12
mois. Le TST présente les latences d’immobilisation ainsi que le temps passé immobile durant le test. Enfin,
les données ont eté utilisées afin de calculer un z-score, représentant I’atteinte de type dépressif chez ces
animaux. Moyenne + s.e.m. ; Effet SCLI : *p<0.05 ; **p<0.01; ***p<0.001 ; Effet génotype : #p<0,05;
##p<0,01.

Le temps passé a nager, a escalader la paroi et a rester immobile a été quantifié sur les

4 premiéres minutes du FST (figure 86). Les analyses révelent un effet SCLI sur la nage
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(Fa :41y=8,6 ; p<0,0054) puisque les animaux sst2ZKO SCLI nagent plus que les animaux
sst2KO non-stressés (p=0,0006). Une interaction SCLI x génotype est eégalement révélée sur
la nage (ANOVA : F1.41)=4,67 ; p=0,036). Elle se caractérise par une diminution de la nage
chez les animaux sst2KO non-stressés comparativement aux WT non-stresses (p=0,047).
L’ANOVA réalisée sur les temps d’escalade indique un effet SCLI (F(1.41)=68,37 ; p<0,0001),
sans effet genotype (F1.41)<0,001 ; p=0,989) ni d’interaction entre les facteurs (F(1.41)=0,107 ;
p=0,745). En effet, I’escalade est grandement diminuée par I’exposition au SCLI a la fois
chez les WT et les sst2KO (p<0,0003). Pour finir, les analyses révélent un effet du SCLI sur
le temps passé immobile (F(.11y=36,27 ;p<0,0001) qui se caractérise par une immobilité
accrue aussi bien chez des animaux WT (p<0,0001) que chez les sst2KO (p=0,0112). Les
analyses révelent également une interaction SCLI x génotype sur I’'immobilité (F ;41)=3,9 ;
p=0,05) qui témoigne d’une immobilité plus grande chez les sst2KO non-stressés par rapport
au WT non-stressés (p=0,039) ainsi que d’une immobilité accrue chez les animaux stressés
comparativement aux animaux non-stressés (WT : p<0,0001 et sst2KO : p=0,011). Ces
données sur la FST suggerent une atteinte de type dépressif naturellement présente chez les

sst2KO qui se retrouve accentuée par 1’exposition au SCLI.

Le TST a également permis de mettre en avant la présence de troubles de type
dépressif chez la souris. En effet, ’ANOVA menée sur les latences d’immobilisation montre
un effet génotype sur ce paramétre (F .41)=11,17 ; p=0,0018) accompagné d’une interaction
entre les facteurs (F(1.41)=9,31 ; p=0,004). Ceci témoigne d’une diminution importante de la
latence d’immobilisation chez les sst2KO non-stresses (p<0,0001) ainsi que chez les WT
SCLI (p=0,01) comparativement aux WT non-stressés. Les analyses sur le temps passé
immobile indique egalement un effet génotype (F(.11)=10,24 ; p=0,0026) et un effet SCLI
(Fa:4=23,48 ; p<0,0001) sans interaction entre les facteurs (F .41)=1,5; p=0,21). De cette
facon, nous avons pu constater une augmentation du temps passé immobile chez les animaux
sst2KO non-stresses comparativement aux WT non-stressés (p=0,0039). L’effet SCLI est
révelé par ce test, puisque les WT et les sst2KO passent plus de temps immobiles que leurs
homologues non-stressés respectifs (p<0,018). L’ensemble de ces données suggérent la
présence de troubles de type dépressifs chez la souris sst2KO, avec tout de méme une

sensibilité au stress chronique.

Le calcul de z-score pour I’ensemble des paramétres présentés a permis d’obtenir un z-
score général sur les troubles de type dépressif. L’analyse faite sur ce z-score révelent un effet
génotype (Fq 4= 13,25; p=0,0008), un effet SCLI (Fq.42)=33,99; p<0,0001) et une
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interaction entre les facteurs (Fq .41y= 10,36 ; p= 0,0025). L’effet génotype est di a un z-score
plus important chez les animaux sst2KO non-stresses comparativement a des animaux WT
non-stresseés (p<0,0001). L’effet SCLI est quant a lui di & un z-score plus élevé chez les WT
SCLI comparativement aux WT non-stressés (p<0,0001), tandis qu’aucun effet du stress n’est
révélé chez les sst2KO (p=0,087). Ces données correlent avec les résultats que nous avons
obtenus précédemment dans le chapitre Il concernant la présence de troubles de type
dépressif chez la souris sst2KO non-stressés, et suggerent tout de méme 1’existence d’une

Iégere sensibilité au stress chronique présente chez ces animaux.

e. Evaluations des troubles de type anxieux

Les troubles de type anxieux mesurés dans le test en EPM sont résumés dans la figure
87. Les analyses réalisées sur les latences d’entrées dans les bras ouverts indiquent un effet
génotype (ANOVA : Fq.41)=20,97 ; p<0,0001) sans effet SCLI (Fq :41y=3,77 ; p=0,058) ni
interaction entre les facteurs (F( .41y=1,66 ; p=0,20). L’effet génotype se caractérise par une
latence accrue chez les animaux sst2KO comparativement aux WT en condition non-stresses
(p=0,0056) et en condition SCLI (p=0,0042). L’ANOVA menée sur le nombre d’entrées dans
les bras ouverts a permis de mettre en évidence une significativité en fonction du génotype et
du SCLI (F(1.41y=47,41 ; p<0,0001 et F(1 .41)=20,12 ; p<0,0001 respectivement) sans interaction
entre les facteurs (p=0,89). L’effet du génotype se retrouve aussi bien chez les animaux non-
stressés que chez les animaux SCLI (p<0,0001). L’impact du SCLI est présent a la fois chez
les WT (p=0,0028) et les sst2KO (p=0,0074). Le temps passé dans les bras ouverts montre
également un effet génotype (F(.41)=38,21; p<0,0001) et un effet SCLI (F.41)=6,06 ;
p=0,018) sans interaction entre les facteurs (F( .41y=0,3 ; p=0,58). L’effet génotype est marqué
par une diminution importante d’exploration des bras ouverts (p<0,0001) de la part des
animaux sst2KO comparativement a des WT, que ce soit en condition non-stressés
(p=0,0029) ou en condition SCLI (p<0,0001). L’effet SCLI se caractérise principalement par
la diminution du temps passé dans les bras ouverts chez les animaux sst2KO SCLI
comparativement a leur homologues non-stressés (p=0,0053), tandis qu’aucune différence
n’est mise en avant chez les WT concernant cet effet (p=0,28). Enfin, les analyses du temps
passé aux extrémités des bras ouverts indiquent un effet génotype (ANOVA : F(1 .41)=37,95;
p<0,0001) et un effet SCLI (F(.41)=9,41; p=0,0038) sans interaction entre les facteurs
(F1:41=0,193 ; p=0,66). L’effet génotype est di a une diminution du temps passé aux
extrémités des bras ouverts chez les sst2KO comparativement aux WT, a la fois en condition
non-stressé (p=0,0023) et en condition SCLI (p<0,0001). L’effet SCLI est quant a lui d0 a
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une diminution encore plus marquée chez les animaux sst2KO SCLI comparativement & leurs

homologues non-stressés (p=0,0027).
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Figure 87 : Evaluation comportementale des troubles de type anxieux chez la souris WT et sst2KO

Les animaux sst2KO présentent un comportement de type anxieux exacerbé comparativement aux WT et
ceci que ce soit en condition non stressé qu’en réponse au SCLI. Le comportement des animaux a été
enregistré puis quantifié en aveugle dans un test d’Elevated Plus maze. Les paramétres mesurés sont la
latence d’entrée dans les bras ouverts (OA), le nombre d’entrée dans OA, le temps passé dans les OA ainsi
que le temps passé¢ aux extrémités des OA. Le nombre d’entrée, le temps passé aux extrémités et le temps
global passé dans les OA est présenté en pourcentage comparativement aux bras fermés. Enfin, ces
paramétres ont été utilisés afin de calculer un z-score, représentant I’atteinte de type anxieux chez ces
animaux. Moyenne + s.e.m. ; Effet SCLI : *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 ; Effet génotype : #p<0,05;
##p<0,01.
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Enfin, ’ensemble de ces données ont permis de calculer un z-score montrant a la fois
I’impact du génotype et de I’SCLI sur les troubles de type anxieux. L’ANOVA réalisée sur ces
z-score indique un effet génotype (F .41y=46,61 ; p<0,0001) et un effet SCLI (F .41)=10,665 ;
p=0,0022) sans interaction entre les facteurs (Fq.41=1,21; p=0,2781). L’effet génotype se
caractérise par une anxiété accrue chez les sst2KO, a la fois en condition non-stressé
(p=0,0002) et SCLI (p<0,0001). L’effet SCLI est d0 a une anxiété accrue chez les animaux
stressés quel que soit le génotype (WT : p=0,0176 et sst2KO : p=0,0271).

Ces resultats corroborent ceux obtenus dans le chapitre précédent en démontrant une

atteinte de type anxieux chez les animaux sst2KO qui est accentuée par I’exposition au stress

chronique.
f. Evaluations des troubles cognitifs
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Figure 88 : Evaluation comportementale des troubles de mémoire de travail chez la
souris WT et la souris sst2KO dans un test d’alternance spontanée en T-maze

A : Alternance spontanée chez des animaux WT et sst2KO en fonction de leur condition
d’SCLI. Le hasard est symbolisé par une ligne en pointillées a 50%. ; B : z-score calculé a
partir des pourcentages d’alternance, illustrant 1’atteinte cognitive. Moyenne + s.e.m. ;

La figure 88 indique les résultats obtenus concernant les performances d’alternance en

T-maze. Seuls trois animaux (de 3 groupes différents) n’ont pas alterné lors du 8°™ essai
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réalisé avec un ITI de 5 sec. Ainsi, le taux d’alternance a cet essai est de 92% indiquant que la
motivation a alterner est conservée pour I’ensemble des groupes. La suite de 1’analyse
comprend donc uniquement les animaux ayant correctement alterné lors de ce 8™ essai.
L’ANOVA a deux facteurs menée sur le pourcentage d’alternance montre un effet SCLI
(ANOVA : F(1:38=5,7 ; p=0,02), sans effet génotype (F :33=0,66 ; p=0,41) et sans interaction
entre les facteurs (F(1.35=0,6; p=0,44). Cette significativité est due a des pourcentages
d’alternance diminués uniquement chez les animaux WT stressés comparativement a des
animaux WT non stressés (p=0,05). De fagon intéressante, I’analyse avec un t de Student nous
a permis de constater que seuls les animaux non-stressés (WT et sst2KO) présentent des
moyennes d’alternance globale différentes du hasard (t(13)=5,8; p<0,0001 et t(10)=3,1;
p=0,01 respectivement) tandis que les animaux SCLI (WT et sst2KO) ne présentent pas de
différence par rapport au hasard (t(7)=1,4 ; p=0,17 et t(10)=1,7 ; p=0,1). L’ANOVA réalisée
sur les z-scores indique également un effet SCLI (ANOVA : F(; .35=5,7 ; p=0,02), sans effet
génotype (F(.:38=0,66 ; p=0,41) et sans interaction entre les facteurs (p=0,44). Les analyses
post-hoc ont identifié cette significativité comme étant due a une augmentation du z-score
chez les animaux WT stressés comparativement aux WT non stressés. D’un point de vue
cognitif, le stress chronique perturbe Iégerement les capacités de mémoire de travail chez des
animaux WT, alors qu’il n’a pas d’effet chez des animaux sst2KO. De plus, 1’absence de
récepteur de type 2 a la SST ne génere pas de perturbation cognitive dans une tache de

mémoire de travail.

g. Analyse comportementale

Comme précédemment, nous avons utilis¢ 1’index d’amplitude des différentes
atteintes mises en place par le SCLI. L’ensemble des effets génotype et SCLI est résumé dans
la figure 89. Tout d’abord, les résultats montrent que 1’amplitude de tous les symptdmes
mesurés est significativement supérieure chez les animaux WT exposés au SCLI (p<0,02;
figure 89A), conformément aux résultats de 1’étude antérieure (Chapitre 1). Ensuite, la figure
89B illustre I’effet génotype et montre que chez les animaux non-stressés, les sst2KO
présentent une anxiété significativement accrue (p=0,0006), un état de type dépressif accru
(p=0,0062), associée a une détérioration significative du pelage (p=0,006) et une hédonie
supérieure aux WT (p=0,014). L’exposition au SCLI amplifie les altérations somatiques
(p=0.0026), I’atteinte anxieuse (p=0,0041) et I’atteinte dépressive (p=0,007 ; figure 89C).
Enfin, chez les souris sst2KO soumises au SCLI, uniguement une anxiété accrue (p<0,0001 ;

figure 89D) vient se surajouter a I’ensemble des effets induits par le stress chez les WT.
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Figure 89 : Comparaison des profils comportementaux de souris non-stressees et stressées en fonction
du génotype

Chaque pentagramme permet la comparaison de 2 groupes expérimentaux. A : Le stress chronique induit des
troubles sur toutes les composantes étudiées chez des animaux WT ; B : L’absence de récepteur sst2 en
condition non stressee induit des troubles de type anxieux associés a des troubles somatiques et une absence
d’anhédonie ; C : Le stress chronique induit des troubles de type anxieux, de type dépressif et des troubles
somatiques chez des animaux sst2KO ; D : Le stress chronique chez les animaux sst2KO induit des troubles
anxieux plus marqué que chez les animaux WT. Tous les troubles sont présentés selon un index de 0 &4 4, 0
signifiant « pas d’atteinte » et 4 «treés atteint ». Moyenne par catégorie de troubles; Effet génotype :
#p<0.05 ;##p<0.01 ; Effet SCLI : *p<0.05 ;**p<0.01 ;***p<0.001.

Ainsi, ces résultats indiquent que I’absence de récepteur sst2 reproduit I’ensemble des
symptomes émotionnels, mais pas cognitifs, générés par un stress chronique et potentialise

uniquement I’anxiété induite par le stress.
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Tableau 18 : Corrélation entre les différentes catégories de troubles étudiées en fonction du génotype (A: WT ; B :
sst2KO)

A Amplitude normalisée du trouble chezI'adulte WT (Z-Score)
Corticostérone | Somatique Anxiété Dépression | Hyperhédonie Cognition
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Des tests de corrélations entre les différents troubles ont été réalisés en fonction du
génotype des animaux. Ces résultats montrent que chez les WT (tableau 18A), la
corticostéronémie, les troubles de type anxieux et les troubles de type dépressifs sont tous
positivement corrélés entre eux. Les troubles de type dépressifs correlent également
positivement avec les troubles somatiques et I’hyperhédonie. Ces résultats sont donc bien en
accord avec les résultats du Chapitre 1. Par contre, aucune de ces corrélations n’est retrouvée
chez le sujet sst2KO (tableau 18B). Les seules corrélations significatives chez ces animaux
sont d’une part, entre la corticostéronémie et les troubles somatiques et d’autre part, entre
I’anxiété et I’hyperhédonie. Ce résultat indique que, globalement, les relations entre les

différents symptomes sensibles au stress sont modifiées chez les souris sst2KO.

L’ensemble des résultats de cette premiere partie indique que les animaux sst2KO
présentent une hypercorticostéronémie principalement associée a des atteintes de type anxieux
et somatique. L’exposition au stress chronique amplifie cet état et modifie les relations

existantes entre les différents symptémes generés.

246



Chapitre 1V — Récepteur sst2 et état anxieux

Discussion

L’objectif de ce dernier chapitre était de vérifier I’hypothése selon laquelle ’absence
de récepteur sst2 entraine une atteinte émotionnelle exacerbée par une exposition au stress
chronique. Pour répondre a cette hypothese, nous avons analysé 5 catégories de troubles ainsi
que les modifications endocriniennes liées au stress chronique. Parmi les catégories de
troubles étudiées, I’atteinte somatique a révélée des différences d’émergence en lien avec le
génotype et I’exposition au stress des animaux. En effet, les animaux WT non-stressés
présentent une détérioration lente de leur pelage au cours des 6 semaines d’évaluation alors
qu’elles ne sont pas soumises a un protocole de stress chronique. Cette détérioration peut étre
attribuée a la réorganisation des sujets lors de la préparation de I’expérience et a des relations
antagonistes entre les animaux. La souris étant un animal social mettant en place une
hiérarchie au sein du groupe (Long, 1972), souvent marquée par de confrontations entre
congéneres, il est possible que ces interactions expliquent 1’apparition lente de la détérioration
du pelage chez ces animaux. Les animaux sst2KO non-stressés, qui ont suivi le méme
protocole de stabulation que les WT non-stressés présentent tout de méme une détérioration
du pelage plus marquée qui apparait dés la 2°™ semaine d’évaluation. Il est envisageable que
ceci soit le résultat de relations antagonistes entre les congéneres plus marquées que celles
observées chez les WT. Des études antérieures ont montré qu’il existe un lien entre le taux de
CORT et le rang social des souris (Louch and Higginbotham, 1967; Leshner et al., 1980). De
plus, il n’est pas a exclure que I’hypercorticostéromie des animaux sst2KO participe au
remodelage de la hiérarchie au sein du groupe, ce qui conduit a de nombreux combats et ainsi
a la détérioration accélérée du pelage de ces animaux. De plus, I’exposition au stress
chronique, chez les WT et chez les sst2KO, détériore également 1’état du pelage. Cette
détérioration est donc tributaire d’un autre mécanisme que 1’interaction sociale puisque les
animaux de ces groupes stressés sont isolés individuellement. Des études antérieures ont
montré que cette détérioration du pelage résulte d’une absence de toilettage reflétant une
altération plus générale liée a 1’état de stress chronique (Ducottet et al., 2003) et a la
dépression. De fagon intéressante, les animaux sst2KO stressés présentent une détérioration
du pelage importante mise en place dés la premiere semaine du protocole de stress chronique
tandis que chez les WT cette détérioration n’apparait qu’a la 3*™ semaine. La délétion du
récepteur sst2 et les troubles que cela entraine apparait donc comme un facteur de sensibilité

dans la mise en place de détériorations somatiques liées au stress.
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L’évaluation de la préférence pour le saccharose a montré des effets dépendants a la
fois du genotype et de la condition de stress chronique. En effet, les animaux WT non-stresses
ont présenté une préférence au niveau du hasard. Certains auteurs montrent 1’installation
d’une anhédonie avec 1’dge avangant (Malatynska et al., 2012) ce qui peut expliquer la
préférence a 50% de nos animaux. Contrairement a la littérature qui propose la mise en place
d’une anhédonie par I’exposition au stress chronique (Willner et al., 1992a; Strekalova et al.,
2004; Willner, 2005), I’exposition au stress chronique dans notre étude chez les WT ou chez
les sst2KO entraine une consommation préférentielle pour le saccharose. Nous postulons
alors, dans notre ¢tude, I’existence de phénomene de compensation face au stress chronique.
Des travaux indiquent également ce genre d’observations démontrant une consommation
accrue de solutions a fort caractere renforcant et énergétiques chez des sujets stressés (Torres
and Nowson, 2007), pouvant expliquer les cas d’obésité liés au stress (Dallman et al., 2003).
Par ailleurs, la difficulté d’accés a la solution de saccharose est une composante importante
qui peut expliquer les résultats obtenus en prenant en compte la composante motivationnelle
de la tache (Malatynska et al., 2012). Dans notre cas, I’accés a la solution de saccharose 1%
est relativement simple, sans effort, ce qui permet aux animaux de compenser les effets
déléteres du stress par une consommation accrue de la solution récompensante. Pour finir, une
hyperhédonie a été mise en évidence chez des animaux sst2KO en condition non-stressé ce
qui suggere un lien entre 1’état d’anxiété et ’hyperhédonie. Cette dernicre observation est
cohérente aux vues des résultats obtenus par 1’analyse des corrélations des différents troubles.
En effet, ces deux composantes sont positivement corrélées chez les animaux sst2KO,

indiquant ainsi que I’hyperhédonie chez les sst2KO est relative a I’atteinte de type anxieux.

D’un point de vue cognitif, I’absence du récepteur sst2 ne semble pas suffisante pour
induire des perturbations de la mémoire de travail dans le test que nous avons employé. En
effet, en condition non-stressé, les animaux sst2KO n’ont pas démontré de performances
différentes comparativement a des animaux WT. Cependant, ’exposition a un stress
chronique chez des animaux WT ou sst2KO participe a 1’émergence de troubles de la
mémoire de travail sans sensibilité particuliére liée au génotype. Le récepteur sst2 ne semble

donc pas intervenir dans une tdche de mémoire de travail avec de tels ITI.

L’¢évaluation des troubles de type dépressif chez ces animaux confortent nos résultats
du chapitre 11l en montrant une atteinte de type dépressif chez les animaux sst2KO,
comparativement a des WT en condition non-stressé. Le profil comportemental observé

témoigne d’une modification du systéme sérotoninergique. Des études antérieures ont
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démontré que la sérotonine régule le fonctionnement du systéme SSTergique dans I’'HPC en
intervenant en partie sur le récepteur sst2 (Munoz-Acedo and Arilla, 1996). La délétion du
gene pour le récepteur sst2 peut donc en effet altérer le fonctionnement sérotoninergique ce
qui expliquerait les résultats comportementaux retrouvés chez nos animaux dans le test de
FST. L’exposition au stress chronique chez des animaux sst2KO a tout de méme un effet
semblable a celui observé chez des animaux WT, démontrant une sensibilité au stress toujours
présente, concernant I’intensité des troubles dépressifs. En effet, les analyses n’ont pas montré
d’atteinte dépressive plus importante chez les sst2KO stressés que chez les WT stressés. Ceci
suggére que D’absence de récepteur sst2 entraine des troubles de type dépressif en
condition non stressee mais que le stress chronique n’induit pas d’altération supérieure

chez ces animaux concernant cette catégorie de symptomes.

Les animaux sst2KO présentent également une anxiété accrue, comparativement a des
animaux WT. Cette anxiété se caractérise par une exploration diminuée dans les bras ouverts
d’un EPM. De facon intéressante, les troubles de 1’anxiété présents chez les animaux sst2KO
non stressés sont amplifiés par 1’exposition au stress chronique au-dela des perturbations
observées chez les animaux WT stressés. Ces résultats suggérent alors que I’absence de
récepteur sst2 entraine un état d’anxiété en condition non stressée mais surtout que la
sensibilité au stress chronique est augmentée, rendant ainsi les animaux sst2KO
hyperanxieux. Ces données complétent ainsi d’autres études qui ont déja impliqué la SST et
son récepteur sst2 dans la régulation de troubles anxio-dépressif et dans la régulation de I’axe
HPA (Engin et al., 2008; Engin and Treit, 2009; Lin and Sibille, 20153a) et de I’émotionnalité.

Par ailleurs, nous avons pu conforter nos résultats précédents en montrant 1’existence
d’une élévation des taux basaux de CORT associée a un profil de type anxio-dépressif chez
des animaux ne présentant pas le récepteur sst2. Les taux de CORT plasmatiques observés
chez des animaux sst2KO montrent un niveau de base plus important que celui des WT en
condition non-stressee. L’axe HPA est donc dérégulé mais reste sensible au stress chronique,
puisqu’une élévation de taux de CORT est tout de méme observable chez les sst2KO en
réponse au SCLI. Ces résultats confirment donc ceux du chapitre précédent, en démontrant
que Dl’atteinte observée chez des animaux jeunes se retrouve également chez des animaux
adultes de 12 mois, du moins au niveau plasmatique et indiquent que I’axe HPA conserve
une sensibilité au stress chronique. Cependant, les corrélations que nous avons calculées ne
nous ont pas permis de mettre en évidence des relations entre I’amplitude des troubles

anxieux, I’amplitude des troubles dépressifs et les taux de CORT chez les animaux sst2KO
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contrairement aux animaux WT. Ces données suggérent donc que chez ces animaux, la CORT
ne soit pas un élément suffisant pour predire la présence de troubles émotionnels. De telles
conclusions ont récemment été avancées concernant I’absence de prédictibilité des taux de
CORT sur les troubles de I’ « émotionnalité » chez la souris n’exprimant pas la SST. (Lin and
Sibille, 2015a). En effet, Lin and Sibille ont démontré que des animaux SSTHZ
(hétérozygote) et des animaux SSTKO (n’exprimant pas la SST) présentent des taux de
CORT ¢élevés mais que seuls les SSTKO expriment des troubles de 1’émotionnalité. L’absence
totale de SST chez ces animaux entraine des dérégulations du BDNF, de ’expression de
génes associés au systeme GABAergique, un déreglement endocrinien et un phénotype anxio-
dépressif qui sont directement li¢ a 1’absence de la SST et non pas induit par une
hypercorticostéronémie. Dans notre étude, 1’absence de corrélation entre les taux de CORT et
les différents troubles étudiés chez nos animaux sst2KO semble donc aller dans le sens des
conclusions de ces auteurs et suggere ainsi que les troubles anxio-dépressifs observés sont

directement dépendants de 1’absence de récepteur sst2.

Pour conclure, I’implication des récepteurs sst2 dans la régulation de 1’axe HPA et des
troubles émotionnels a été confortée grace aux résultats obtenus. Ces récepteurs semblent
donc étre impliqués dans la mise en place de phénoméne de résistance aux effets
délétéres du stress chronique, principalement vis-a-vis des atteintes anxieuses. Cette
conclusion est corroborée par une étude récente démontrant une augmentation de 1’expression
des ARNm codant le récepteur sst2 dans 1’habénula de rats exposés a un protocole de stress
chronique (Faron-Gorecka et al., 2015). Cette étude a également mis en avant une élévation
des taux de SST plasmatique chez ces rats sensibles au stress chronique, tandis qu’aucune
modification n’est observée chez des rats résilients. De telles conclusions appuient donc
I’importance de la SST et de son récepteur sst2 dans la réponse au stress et dans la régulation

de troubles anxio-dépressifs associés.
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Les travaux réalisés dans cette thése ont reposé sur une approche comportementale
permettant d’évaluer les troubles émergents aprés un stress chronique chez la souris adulte.
Les batteries de tests comportementaux, couplées a des analyses moléculaires,
pharmacologiques et immunohistochimiques, ont permis de mettre en évidence des
différences d’émergence de troubles en fonction de 1’age d’exposition au stress chronique
ainsi que leur persistance a long terme et de spécifier le réle du systeme SSTergique dans les

régulations de ces troubles liés au stress.

1. La sévérité du syndrome de stress chronique chez 'adulte dépend de
I'age du sujet
L’intérét pour I’age adulte repose sur 1’observation que les recherches sur I’origine des

troubles dépressifs liés au stress sont aujourd’hui trés orientées vers les périodes de
développement sensible, a savoir les périodes périnatales et 1’adolescence (Sternberg and
Ridgway, 2003 ; Bourke and Neigh, 2011), ou vers le vieillissement (Landfield et al., 2007).
Cependant, I’hypothése d’une charge allostatique s’accumulant avec 1’age (McEwen, 2003a;
Joels, 2008b) recentre 1’intérét d’étudier les effets du stress chez 1’adulte, 4ge auquel la charge
allostatique s’accumule. Différents symptomes pouvant étre générés lors d’un stress
chronique ont été etudies afin de déterminer si certains troubles émergent de maniere
differentielle en relation avec des phénomenes de résistance et/ou de sensibilité particuliére

selon 1’age adulte des sujets.

Les résultats de notre étude indiquent que le syndrome de stress chronique chez la
souris adulte regroupe un ensemble de symptémes qui peuvent étre classés selon leur
apparition dans les classes d’age étudiées. Des troubles apparaissent de maniére constante a
chaque classe d’age adulte alors que d’autres émergent de maniére plus sporadique en

fonction de 1’age.

a. Lestroubles constants générés par un épisode de stress chronique

La littérature est aujourd’hui riche en documents relatant I’impact du stress chronique
sur I’émergence de troubles de type dépressif (Mineur et al., 2006; Logan et al., 2015). La
dépression est une pathologie complexe, multifactorielle, hétérogéne et récurrente qui touche
environ 120 millions de personnes dans le monde (Kessler and Bromet, 2013). En 2010, la
dépression majeure était la deuxieme cause d’invalidité dans le monde et les spécialistes

prévoient qu’elle devienne la premiére cause a I’horizon 2030 (WHO-Report-EB130/9, 2011).
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Le stress est un des facteurs les plus couramment reconnus dans 1’émergence de troubles
dépressifs (Katz et al., 1981). En plus d’avoir la faculté d’étre un élément déclencheur de la
dépression, la perturbation de I’axe HPA est également un symptome observé chez des
patients souffrant de troubles dépressifs liés au stress. Ainsi, nous avons uniquement abordé la
dépression par le lien étroit qu’elle posseéde avec le stress méme si d’autres étiologies qui
n’ont pas été abordées durant ces travaux de these sont reconnues (Pour revue Voir :
(Hirschfeld, 2000; Cai et al., 2015)). 1l est donc important de souligner que les interprétations

faites dans ce manuscrit s’appliquent uniquement aux pathologies dépressives liées au stress.

L’atteinte de type dépressif chez la souris a été évaluée par une mesure du
renoncement a des comportements de fuite dans le test de la nage forcée (FST) et de la
suspension par la queue (TST). Ces tests sont parfois controversés et certains auteurs estiment
que I’absence de tentative d’échappement dans ces deux tests est le signe d’une adaptation et
non d’un trouble de type dépressif (Molendijk and de Kloet, 2015). Cependant, de trées
nombreuses études ont démontré ’effet d’antidépresseurs sur 1’activité des animaux dans ces
tests (Detke et al., 1995; Dulawa et al., 2004; Petit-Demouliere et al., 2005; El-Hage et al.,
2013). De plus, le fait que I’évaluation du désespoir comportemental chez la souris ne se
déroule qu’en un seul essai rend la diminution des comportements de fuite difficilement
attribuable a une plus grande adaptabilité a la situation. Les tests de FST et de TST ont été
employés en se référant a plusieurs études utilisant ces mémes tests afin d’évaluer I’atteinte de
type dépressif que peut générer 1’exposition a un stress chronique (Chourbaji et al., 2006;
Mineur et al., 2006; Roni and Rahman, 2015). Les résultats obtenus ont montré que les
comportements de type dépressif évalués par ces tests apparaissent chez toutes les classes
d’age adulte ayant suivi le protocole de stress chronique et est systématiquement
accompagnée d’une détérioration de I’état du pelage et d’'une augmentation importante des
taux de CORT plasmatique. Les corrélations entre les différents troubles présents chez
I’adulte ont indiqué des relations entre la corticostéronémie, les troubles de type dépressif et
I’atteinte somatique. Ainsi, la corticostéronémie apparait comme un bon indicateur de
I’installation d’un syndrome de stress chronique. La constance de 1’association de ces trois
parametres conforte 1’idée que le stress chronique chez la souris adulte entraine des
modifications a la fois comportementales, somatiques et physiologiques et renforce la validité
du mod¢le de stress chronique léger et imprédictible dans I’induction de troubles de type

dépressif chez la souris C57BL/6 quel que soit son age.
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b. Les troubles rencontrés de maniere sporadique apres un épisode de stress

chronique

Les résultats obtenus dans les expériences du chapitre | ont montré que les troubles de
type anxieux générés par le stress chronique se manifestent de maniere différentielle selon
I’age adulte. En effet, des troubles de type anxieux étaient systématiquement associés a 1’¢tat
dépressif chez les animaux stressés jeunes adultes ou a 1’age adulte avancé, alors qu’a 1’age de
10 mois le stress chronique n’a pas induit d’atteinte de type anxieux malgré une atteinte de
type dépressif effective. La séverité du syndrome de stress chronique chez les animaux d’age
intermédiaire est donc moindre comparativement a celle observée chez des animaux plus
jeunes ou plus ages. Ainsi, une résistance particuliere au développement de troubles de
type anxieux s’installerait chez les adultes d’Age intermédiaire, expliquant la divergence

de sévérité du syndrome de stress chronique comparativement aux autres classes d’age.

L’apparition des troubles de la mémoire de travail dépend également de 1’age auquel
est vécu I’épisode de stress chronique. En effet, des animaux stressés jeunes adultes n’ont
exprimé aucune altération dans le test d’alternance séquentielle en T-maze alors que les
animaux adultes stressés d’age plus avancé ont présenté des performances d’alternance
proches du hasard. Ce test de mémoire de travail repose en particulier sur I’intégrité du cortex
préfrontal, une structure sensible au vieillissement (Dunnett, 1990). La diminution de
I’activité préfrontale avec 1’age est cohérente avec I’atteinte de la mémoire de travail
sélectivement chez des adultes d’age avancé et conforte 1’idée qu’une sensibilité particuliere

au stress affectant la mémoire de travail se met progressivement en place chez I’adulte.

Ensuite, contrairement aux résultats dominants de la littérature (Willner et al., 1992a;
Strekalova et al., 2004; Willner, 2005), non seulement aucune anhédonie n’a été détectée suite
a D’exposition au stress chronique mais de plus, tous les animaux stressées ont
systématiquement présenté une consommation préférentielle pour le saccharose. Des études
ont rapporté de telles surconsommations de solutions a fort caractére renforcant et énergetique
pouvant a terme conduire jusqu’a 1’obésité chez des sujets stressés (Torres and Nowson,
2007). Elles expliquent ce phénomene par un mécanisme de compensation des effets déléteres
génerés par le stress permettant de réguler ’homéostasie de la balance plaisir/déplaisir
(Dallman et al., 2003). Cependant, a partir de 1’dge de 12 mois, la préférence pour le
saccharose d’animaux non-stressés tend a se rapprocher du hasard suggérant qu’une

anhédonie se met en place avec 1’dge. Certains auteurs ont documenté 1’installation
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d’anhédonies liées au vieillissement et ont apporté des arguments expliquant qu’une
motivation diminuée avec 1’age réduirait la réalisation des efforts requis pour satisfaire
I’homéostasie du plaisir (Malatynska et al., 2012). L’atteinte motivationnelle entrainée par le
vieillissement pourrait alors expliquer 1’anhédonie observée chez les animaux au-dela de 12
mois. Néanmoins, I’observation d’une consommation préférentielle de saccharose chez les
sujets stressés de méme age suggere que la consommation d’aliments plaisants pourrait
encore contrebalancer les effets délétéres du stress, tout au moins lorsqu’ils sont faciles
d’accés. La détection de corrélations positives entre la consommation préférentielle de
saccharose et ’amplitude du trouble de type dépressif appuie 1’hypothése d’un mécanisme de
compensation des effets déléteres du stress par le développement d’une hyperhédonie

compensatrice, mécanisme qui serait conservé avec le vieillissement.

c. Particularités des troubles induits par le stress chez le sujet agé

L’étude des effets d’un stress chronique réalisé chez le sujet agé (20 mois) a indiqué
des résultats intéressants comparativement a ceux obtenus chez 1’adulte. En effet, le stress
chronique chez le sujet 4gé a entrainé toute la symptomatologie du syndrome de stress étudié.
Toutefois, la caractérisation des effets li€s au stress s’est avérée €tre en partie masquée par les
effets du vieillissement normal. Par ailleurs, les analyses de corrélation ont permis de montrer
que chez le sujet agé, les troubles émotionnels et somatiques ne sont plus corrélés avec la
corticostéeronémie et également qu’ils ne sont plus corrélés entre eux. En revanche, cette
analyse a révélé I’apparition de corrélations entre la sévérité des troubles cognitifs, la
corticostéronémie et I’amplitude du trouble dépressif. Chez le sujet &gé, le syndrome de
stress chronique se caractérise par la rupture des interrelations entre les symptémes
émotionnels et somatiques au profit de I’établissement de relations entre les symptomes

cognitifs, la corticostéronémie et 1’état dépressif.
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d. Conclusion

Stade 1 Stade 2

6-8 mois 10 mois
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Figure 90 : Dynamique d’émergence des troubles liés au stress chronique chez la souris adulte

Chaque trouble est présenté sous la forme d’un cercle, coloré si le trouble est présent ou grisé si le trouble
est absent. Les corrélations entre les différents troubles sont symbolisées par un trait noir entre les cercles
lorsque le trouble est présent, et gris lorsque le trouble est absent. Si aucune corrélation n’existe entre les
troubles, ces derniers ne sont pas reliés par un trait. Quatre stades sont présentés, a savoir le stade 1
correspondant & des animaux adultes jeunes (6-8 mois), le stade 2 a des adultes d’age intermédiaire (10
mois), le stade 3 a des adultes d’age avancé (12-14 mois) et le stade 4 correspondant a des animaux agés
(20mois).
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Considerés dans leur ensemble, les résultats ont permis de mettre en avant que d’une
part, I’émergence des symptdémes liés au stress et d’autre part, les interconnections entre les
différents troubles varient selon 4 stades de la vie de I’animal adulte. La figure 90 résume les
différents stades caractérisés en réponse a un stress chronique. Le stade 1 apparait chez des
adultes jeunes et correspond a I’émergence de troubles émotionnels interconnectés. Le
deuxiéme stade apparait chez des animaux adultes d’age intermédiaire et correspond a une
rémission des troubles anxieux. Le stade 3 correspond a des animaux adultes d’age avancé
chez lesquels une atteinte émotionnelle s’accompagne de troubles cognitifs (de mémoire de
travail). Ces stades caractérisent donc des ages ou la sévérité des atteintes liées au stress
chronique est particulierement marquee (stades 1 et 3) et un age autour duquel une phase de
résistance se met en place (stade 2). Pour terminer, un stade 4 peut étre décrit chez les
animaux agés, dans lequel les troubles émotionnels et somatiques sont présents mais ne sont
plus interconnectés alors que 1’amplitude de la corticostéronémie et les troubles dépressifs
sont corrélés avec I’amplitude des troubles cognitifs installés. Ces observations renforcent
alors les données de la littérature concernant les modifications de sensibilité au stress liées au

vieillissement (Lupien et al., 1998; Lupien et al., 2009)

2. Le stress chronique rencontré a I’age adulte entraine des perturbations
comportementales a long terme et est associé a l'installation durable de
marques épigénétiques

Le caractere récurrent de la dépression (Frank and Thase, 1999) a orienté les travaux

de cette these vers 1’étude des répercussions a long terme du syndrome de stress chronique.
Ces répercussions a long terme peuvent varier en fonction de la sévérité de I’atteinte chez
I’adulte et donc de 1’age d’occurrence du stress chronique. La deuxieéme partie de ces travaux
de these visait a verifier la persistance de certains troubles liés au stress chronique chez le
sujet &gé de 18 mois qui pourrait étre sous-tendue par des modifications épigénétiques,

principalement dans 1’hippocampe.

a. La persistance/rémission de ’atteinte émotionnelle a long terme est

influencée par la sévérité de ’atteinte anxieuse chez I’adulte.

Alors que la dépression générée par le stress chronique était un des symptdmes
constants chez 1’adulte stressé, elle a été retrouvee de maniere plus sporadique chez le sujet
agé en fonction de 1’age d’occurrence du stress. Les animaux agés de 18 mois ayant subi le

stress entre 8 et 10 mois, chez qui une résistance a 1’installation des troubles anxieux avait été
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caractérisée (Cf. supra), ont présentés des troubles de type dépressif et les troubles de type
anxieux moins marqués que les autres classes d’age. La résistance a 1’installation de ’atteinte
anxieuse chez le sujet adulte serait donc un élément de prédictibilité de la rémission des
troubles anxio-dépressifs chez le sujet &gé. De maniére cohérente, les analyses de corrélations
ont indiqué que les niveaux d’anxiété et de dépression chez I’adulte sont corrélés avec
I’amplitude du trouble dépressif retrouvé chez le sujet agé. Par ailleurs, les données de la
littérature révelent que les troubles dépressifs et les troubles anxieux présentent un taux de
comorbidité allant de 45 a 80% (Gorman, 1996; Beekman et al., 2000), et que la sévérité des
troubles dépressifs se trouve accentuée par la présence de troubles anxieux (Oude Voshaar et
al., 2015). Un tel lien entre ces deux symptomes n’est donc plus a démontrer mais les travaux
de cette thése mettent 1’accent sur la relation entre la comorbidité des troubles anxieux et
dépressifs chez le sujet adulte et la persistance/rémission de ces derniers chez le sujet &gé. Les
résultats indiquent donc que la réemission serait plus favorable lorsque la dépression
engendrée par le stress chronique a eu lieu chez des adultes d’age intermédiaire, soit 8-

12 mois chez la souris, 35-45 ans chez I’humain (Flurkey et al., 2001).

Il n’en reste pas moins que des troubles anxio-dépressifs marqués ont été retrouvés a
I’age de 18 mois chez les animaux qui avaient été stressés jeunes adultes (4-6 mois) ou
adultes d’age avancé (12-14 mois). Il est difficile d’imaginer une persistance constante sur
I’ensemble de la durée de vie entre 6 et 18 mois. Une telle durée chez la souris correspond a
environ 40-45 % de sa vie entiére, soit prés de 30 ans a 1’échelle humaine (calculé a partir de
I’espérance de vie mondiale estimée a 70 ans par ’OMS en 2012). Dans environ 35 a 65 %
des cas, les patients en rémission de troubles dépressifs rencontrent une, voire plusieurs
phases de rechute (Steinert et al., 2014). Ainsi, il n’est pas a exclure que les animaux stressés
adultes jeunes aient pu rencontrer une (ou plusieurs) phase(s) de rémission au cours du reste
de leur vie d’adulte. Pour cela, des expériences complémentaires seraient alors nécessaires
pour vérifier si une phase de rémission se met en place apres 1’arrét du protocole de stress
chronique, durant le reste de leur vie d’adulte. Si tel était le cas, le vieillissement pourrait étre
considéré comme un facteur de vulnérabilité qui expliquerait alors la réapparition du

syndrome de stress chronique chez les sujets ages.
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b. Effets a long terme du stress chronique sur les capacités d’apprentissage

spatial et associatif

L’analyse des troubles d’apprentissage associatif liés au stress chronique a révélé une
atteinte chez tous les animaux stressés. Par contre, les altérations observées s’accompagnent
d’une diminution d’activité suggérant que I’atteinte observée ne soit pas cognitive mais
résulte plutdt d’atteintes émotionnelles ou sensori-motrices liées au vieillissement et
exacerbées par ’exposition au stress chronique a ’Age adulte. Par ailleurs, les corrélations
obtenues entre les troubles observées chez les sujets &gés vont dans ce sens puisque les
atteintes associatives (Striatum-dépendantes) sont corrélées avec 1’hypercorticostéronémie et

les troubles de I’anxiété chez le sujet agé.

Les troubles de I’apprentissage spatial chez 1’animal agé apparaissent chez les
animaux ayant été stressés a partir de 1’age de 10-12 mois. L’atteinte cognitive générée par le
stress a I’age de 10-12 mois est cohérente avec les résultats obtenus précédemment montrant
une atteinte de la mémoire de travail en réponse au stress chronique aux alentours de cet age.
Des études antérieures ont démontré les effets délétéres du stress chronique et de la
corticostérone sur I’apprentissage spatial dans le water-maze chez le rat adulte d’dge moyen
mais pas chez le jeune rat (Bodnoff et al., 1995; Conrad, 2010). Ces résultats suggérent
qu’une période de sensibilité particuliere au stress affectant la capacité d’apprentissage spatial
se met en place chez le sujet adulte d’age avancé et que cette sensibilité persiste a long terme.
Cette possibilité est appuyée par les analyses de corrélation qui ont indiqué que la
corticostéronémie chez le sujet agé est corrélée avec les troubles de 1’apprentissage spatial.
Ainsi, en accord avec les données de la littérature, le stress chronique chez I’adulte d’age
avance entraine des perturbations de I’apprentissage spatial hippocampe-dépendant qui

perdurent chez le sujet agé.

c. Le stress chronique chez le sujet adulte entraine des modifications de la

marque répressive retrouvee chez le sujet agé

L’implication de I"HPC dans les processus de mémoire spatiale (Moser et al., 1993) et
dans les régulations émotionnelles (Fanselow and Dong, 2010) fait de cette structure une cible
intéressante. Les analyses des modifications de la triméthylation d’H3K27, marque de
répression transcriptionnelle, dans le CA1 dorsal chez des animaux agés ont indiqué une
augmentation chez les animaux ayant été stressés jeunes adultes et adultes d’age avancé.

Récemment, des auteurs ont démontré qu’un enrichissement du milieu diminue I’action
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répressive liée a H3K27me3 au niveau des régions promotrices du géne du BDNF dans I’'HPC
(Kuzumaki et al., 2011). Les régulations négatives durables du BDNF hippocampique dans
les atteintes anxieuses et dépressives n’étant plus a démontrer (Martinowich et al., 2007), il
apparait cohérent que cette répression de la transcription dans I’HPC dorsal soit retrouvée sur
les mémes classes d’age qui ont présenté une persistance des troubles anxio-dépressifs a long
terme. Par ailleurs, I’augmentation de la répression transcriptionnelle dans I’HPC dorsal est
accompagnée d’une diminution dans I’HPC ventral. Le rdle préférentiel de ’'HPC ventral
dans les régulations émotionnelles (Bannerman et al., 2003; Fanselow and Dong, 2010)
concordent avec 1’idée que les dérégulations épigénétiques induites par un stress chronique
cibleraient principalement des genes intervenant dans les régulations émotionnelles. Quoi
qu’il en soit, ces résultats indiquent que des modifications de marques épigénétiques
consécutives a un stress chronique peuvent étre retrouvées a tres long terme, jusqu’a 12
mois aprés 1’exposition au stress (SOit une trentaine d’années a 1’échelle humaine) et qui plus
est, de maniére corrélée avec ’amplitude des troubles anxieux initialement générés par

le stress.

d. Conclusion

En résumé, un stress chronique chez I’adulte génére des impacts immédiats qui
persistent a long terme tant sur le plan comportemental que sur la modification de marques
épigénétiques réprimant la transcription génique. L’atteinte générée par un épisode de stress
chez I’adulte porte principalement sur I’état émotionnel et 1’anxiété initialement générée serait
un facteur de persistance du syndrome de stress a long terme. Comme illustré dans la figure
91, la capacité de résistance a I’installation des troubles anxieux, telle que constatée chez des
adultes d’age intermédiaire, favoriserait la rémission a long terme du syndrome de stress

chronique.
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Figure 91 : Sévérité du syndrome de stress chronique a court et long terme en fonction de I’Age
d’exposition au stress et de ’intensité des troubles anxieux a ’4ge adulte.

Les courbes violette et orange représentent la sévérité a court terme et a long terme (respectivement) en
fonction de I’age d’exposition au stress chronique et de la sévérité de I’atteinte anxieuse observée en sortie de
stress chronique a 1’age adulte. La courbe violette permet d’illustrer la capacité de résistance des animaux
stressés a 8-10 mois, et la courbe orange permet d’illustrer la rémission partielle dont ces animaux bénéficient

a long terme.

3. La SST hippocampique joue un role sur la régulation de I'axe HPA et les
comportements de type anxieux et dépressif, via une action
différentielle des récepteurs sst2 et sst4.

Les régulations de I’HPC sur I’axe HPA et les fonctions émotionnelles (Fendler et al.,

1961 ; Sheline, 1996 ; Joels et al., 2007) apparaissent cruciales dans 1’émergence de troubles
psychiatriques et neurocognitifs en réponse a un stress chronique (Sapolsky et al., 1985;
Sapolsky, 2000b, a). Un déréglement de 1’axe HPA peut ainsi permettre 1a mise en place de
troubles liés au stress comme la dépression, I’anxiété, les syndromes de stress post-
traumatique ou encore des déficits mnésiques (Sapolsky, 2000a; Pariante and Lightman,
2008). L’implication de la SST de I’amygdale et du septum dans 1’anxiété et la régulation de
I’axe HPA par I’inhibition des cellules 8 ACTH de I’hypophyse ont été démontrées (Viollet et
al., 2000; Engin et al., 2008; Lin and Sibille, 2013, 2015a) mais I’implication de la SST
hippocampique dans ces fonctions reste encore inexplorée malgré la démonstration d’une

libération de ce neuropeptide dans ’HPC induite par le stress (Arancibia et al., 2001).
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a. Implication des récepteurs sst2 et sst4 hippocampiques dans 1’inhibition

de I’axe HPA et les régulations émotionnelles

L’activation du systeme SSTergique hippocampique par des analogues ou des
agonistes sélectifs des récepteurs sst2 et sst4 produit un effet inhibiteur rapide sur ’axe HPA.
Malgré leur similarité d’action physiologique sur I’inhibition de I’axe HPA, ’activation des

récepteurs sst2 et sst4 hippocampiques entraine des effets comportementaux distincts.

Seule I’infusion intra-hippocampique d’un agoniste sst2 produit un effet anxiolytique
suggerant I’action privilégiée du récepteur sst2 dans la régulation des troubles de type
anxieux. De maniére intéressante, les deux agonistes (sst2 et sst4) produisent un effet
antidépresseur via des comportements actifs différents. L’activation du récepteur sst2 entraine
une diminution de I’immobilité au profit de la nage dans le FST, comme c’est le cas avec des
traitements antidépresseurs a activité sérotoninergique (Detke et al., 1995). Par contre,
I’infusion intra-hippocampique d’agonistes sst4 produit une diminution de 1’immobilité mais
cette fois au profit de ’escalade de la paroi du bocal comme c’est le cas avec des traitements
antidépresseurs a activité noradrénergergique (Detke et al., 1995; Cryan and Mombereau,
2004). Par ailleurs, le récepteur sst4 hippocampique participe également a des régulations
cognitives en permettant un « switch » entre les systemes de mémoire (Gastambide et al.,
2010). Ce switch a également été observé en réponse a un stress aigu (Schwabe et al., 2010) et
nécessite 1’intégrité du systéme noradrénergique (Goodman et al., 2015) ce qui conforte la
possibilit¢ d’une interaction entre les récepteurs sst4 hippocampiques et le systéme
noradrénergique dans 1’¢laboration de réponses adaptatives a un stress. Par ailleurs, des études
antérieures ont démontré que les terminaisons noradrénergiques possedent des récepteurs a la
SST au niveau de I’HPC ce qui renforce notre hypothése qu’une partie des réponses au stress
est mediée par les récepteurs a la SST couplés au systéeme noradrénergique (Lopez-Sanudo
and Arilla, 1992). Comme résumé dans la figure 92 I’ensemble des résultats indique que la
SST de PHPC inhibe I’axe HPA et exerce une régulation des troubles de type dépressif
et cognitif préférentiellement par le récepteur sst4 (en interaction avec le systéme
noradrénergique) et une régulation des troubles de type anxio-dépressif via le récepteur

sst2 (en interaction avec le systéme serotoninergique).
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Figure 92 : Schématisation du réle de la somatostatine hippocampique sur I’axe HPA et
sur les réponses comportementales associées a un stress aigu

L’application d’un stress aigu induit I’activation de I’axe HPA et plus tard la libération de SST
dans I’HPC. L’activation de I’axe HPA aboutit a la libération de GC qui exerce un rétrocontrole
négatif sur I’axe et active une seconde voie de rétrocontréle négatif en provenance de I’'HPC. La
libération de SST dans I’HPC participe alors a I’inhibition de 1’axe HPA et permet la mise en
place de réponse comportementale adaptée.

266



Discussion Générale

b. Le récepteur sst2 est impliqué dans les phénomeénes de résistance a

I’installation de troubles anxieux
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Figure 93 : Emergence des troubles liés au stress chronique chez la souris adulte WT et sst2KO

Chaque trouble est présenté sous la forme d’un cercle coloré. Les corrélations entre les différents troubles
sont symbolisées par un trait noir entre les cercles. Malgré la présence des mémes troubles liés au stress
chronique chez les WT et sst2KO, il est néanmoins possible de constater des corrélations différentes entre
les troubles en fonction du génotype. Les troubles émotionnels chez I’animal WT corrélent entre eux tandis
que chez les sst2KO, les troubles sont tous indépendants, mise a part I’anxiété et 1’anhédonie, et
I’hypercorticostéronémie et les troubles somatiques.

Les travaux de cette thése ont souligné 1’importance de I’atteinte de type anxieuse dans
la pathogénicité du syndrome de stress chronique. Des animaux n’exprimant pas de récepteur
sst2 présentent principalement un état de type anxieux accru et des troubles de type dépressif
rappelant une atteinte du systéme sérotoninergique (augmentation de 1’immobilité et
diminution de la nage) associée a une élévation basale de CORT en accord avec des travaux
antérieurs conduits chez ces animaux (Viollet et al., 2000). Les résultats développés dans cette
these indiquent une similitude entre le phénotype comportemental observés chez les sst2KO
et les symptdmes observés en réponse a un stress chronique. De plus, les animaux sst2KO
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stressés présentent un profil comportemental témoignant d’une part d’une sensibilité accrue
aux effets délétéres du stress (en particulier sur I’anxiété) et d’autre part, d’'une absence
d’interrelation entre les différents symptomes, comme c’était le cas dans le stade 4 du
syndrome de stress initialement caractérisé chez des animaux &gés de 20 mois (figure 93).
L’ensemble de ces résultats suggere que ces récepteurs sst2 pourraient étre impliqués dans
la mise en place de phénomene de résistance aux effets déléteres du stress chronique,

principalement via la régulation de ’anxiété.

c. Conclusion

Pour résumer, le systeme SSTergique hippocampique semble fonctionner selon 2
voies différentes. L’activation des récepteurs sst2 régule les troubles liés a 1’état anxieux
principalement et semble faire intervenir le systéme sérotoninergique dans ces régulations. Le
récepteur sst4 est lui davantage impliqué dans les regulations liées au systeme
noradrénergique, comme c’est le cas dans la dépression ainsi que dans les fonctions
mnésiques (Goodman et al., 2015). Ces deux sous-systémes SSTergiques sont cependant
étroitement liés puisqu’ils participent tous les deux a la régulation de 1’axe HPA, et leur
coopération au niveau hippocampique a déja eté démontrée dans des travaux passés de
I’équipe (Gastambide et al., 2010).

4. Conclusion Générale et Perspectives

Les travaux réalisés dans cette thése ont démontré I’émergence différentielle des
troubles liés au stress chronique chez ’adulte avec des répercussions a long terme dépendante
de la sévérité des troubles initialement induits. Par ailleurs, une période de 1’dge adulte a été
identifiée durant laquelle la résistance a I’émergence de trouble anxieux est renforcée et la
rémission d’un syndrome de stress chronique plus favorable. Cette étude apporte des
arguments suggerant que le systéeme SSTergique et plus particulierement le récepteur sst2
pourrait étre critique dans la mise en place de phénomenes de résistance aux effets délétéres

du stress via la régulation de I’anxiété.

Pour développer les travaux initiés par cette étude, il serait intéressant d’explorer les
modifications du systéme SSTergique qui peuvent exister chez des animaux démontrant une
résistance a I’émergence de troubles anxieux face au stress chronique comme c’est le cas pour
les animaux d’age adulte intermédiaire. Ceci pourrait permettre de mieux étayer 1’hypothése

de I’implication de la SST dans la résistance aux effets délétéres du stress. Il serait également
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envisageable de tester si des traitements a base de composés ciblant sélectivement un ou
plusieurs sous-types de récepteurs SST pourraient avoir des propriétés curatives lorsqu’un
syndrome de stress chronique est établi et/ou prévenir le développement de pathologies anxio-

dépressives.

De plus, les résultats préliminaires obtenus sur 1’évaluation des marques de répression
transcriptionnelle sont encourageants et il serait intéressant de développer davantage cette
approche en s’intéressant aux genes ciblés par la répression transcriptionnelle engendrée par
le stress chronique. Cette étude pourrait étre complétée par 1’analyse d’autres marques de
modifications transcriptionnelles comme 1’acétylation des histones et I’étude des geénes ciblés
afin de voir les modifications a long terme que peut avoir un stress chronique sur les fonctions
transcriptionnelles du génome. 1l serait également envisageable de vérifier si des traitements
antidépresseurs permettent de normaliser les dérégulations épigénétiques a long terme
induites par un stress chronique dans les régions cérébrales impliquées dans les régulations
émotionnelles. L’absence de symptomes associée a des modulations de la marque de
répression transcriptionnelle pourrait alors constituer une preuve de rémission suite a un

syndrome de stress chronique.

Pour terminer, il pourrait étre intéressant de mettre au point un modéle transgénique
inductible permettant 1’activation et I’inactivation des récepteurs sst2. La création d’un
modele transgénique inductible du systéme SSTergique pourrait étre un développement
intéressant autorisant un contrdle du récepteur sur une période de temps donnée plus ou moins
longue (par exemple 6 semaines pour mimer un protocole de stress chronique). Ce
phénomene inductible permettrait alors de s’affranchir des modifications constitutives que
présentent les modeles transgéniques de type KO ou KI, ce qui permettrait alors d’évaluer a

long terme, les effets d’une inactivation temporaire du récepteur sst2.
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HDAC Inhibition Facilitates the Switch between Memory
Systems in Young But Not Aged Mice

Malorie Dagnas, Jean-Louis Guillou, Thomas Prévot, and Nicole Mons
Université de Bordeausx, Institut de Neurosciences Cognitives et Intégratives d’Aquitaine, Centre National de la Recherche Scientifique, Unité Mixte de
Recherche 5287, 33405 Talence, France

Chromatin modifications, especially histone acetylation, are critically involved in gene regulation required for long-term memory pro-
cesses. Increasing histone acetylation via administration of histone deacetylase inhibitors before or after a learning experience enhances
memory consolidation for hippocampus-dependent tasks and rescues age-related memory impairments. Whether acutely and locally
enhancing histone acetylation during early consolidation processes can operate as a switch between multiple memory systems is less
clear. This study examined the short- and long-term behavioral consequences of acute intra-CA1 administration of the histone deacety-
lase inhibitor Trichostatin A (TSA) on cue versus place learning strategy selection after a cue-guided water maze task and competition
testing performed 1 or 24 h later in mice. Here, we show that intra-CA1 TSA infusion administrated immediately post-training biased
young mice away from striatum-dependent cue strategy toward hippocampus-dependent place strategy under training condition that
normally promotes cue strategy in vehicle controls. However, concomitant infusions of TSA with either PKA inhibitor, Rp-cAMPS, into
CAl or cAMP analog, 8Br-cAMP, into dorsal striatum failed to bias young mice to place strategy use. Behavioral and immunohistochem-
ical analyses further indicated that post-training TSA infusion in aged mice rescued aging-associated deregulation of H4 acetylation in the
CALl but failed to reverse phosphorylated CREB deficits and to produce strategy bias on the 24 h probe test. These findings suggest that
post-training intra-CA1 TSA infusion promotes dynamic shift from striatum toward the hippocampal system in young but not aged

animals, and support the possibility of a role for CREB in the TSA-mediated switch between these two memory systems.

Introduction

Chromatin remodeling via acetylation at multiple lysine residues
on the N-terminal tail of specific histone proteins plays a crucial
role in regulating hippocampus-dependent synaptic function
and long-term memory formation (Sweatt, 2009; Stilling and
Fischer, 2011; Peixoto and Abel, 2013). Age-dependent declines
in histone acetylation and resulting disruption of plasticity-
related target genes are key mechanisms contributing substan-
tially to the deterioration of hippocampal synaptic function and
deficits in many forms of hippocampus-dependent memory in
rodents (Peleg et al., 2010; Zeng et al., 2011; Castellano et al.,
2012). For example, several reports provided evidence that de-
creased acetylation of histone H4 in the hippocampus is impli-
cated with associative memory declines in aged mice (Peleg et al.,
2010) and in mouse models for Alzheimer’s disease (Francis et al.,
2009). Increasing histone acetylation via treatments with nonse-
lective histone deacetylase (HDAC) inhibitors, such as sodium
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butyrate or Trichostatin A (TSA), enhances synaptic plasticity
and memory formation in young rodents (Haggarty and Tsai,
2011) and prevents or rescues memory deficits associated with
aging as well as cognitive disorders in animal models of neuro-
logical diseases (Fischer et al., 2010; Stilling and Fischer, 2011).
While beneficial effects of pre-training treatments with HDAC
inhibitors (HDACI) on learning and memory are well estab-
lished, few studies have examined how post-training administra-
tion of HDAC;, by specifically acting on the consolidation phase,
modulates memory (Vecsey et al., 2007; Federman et al., 2009;
Stefanko et al., 2009; Roozendaal et al., 2010; Hawk et al., 2011;
Reolon et al.,, 2011). Post-training HDACi infusion into the
hippocampus or the insular cortex strengthens long-term
memory for object location and object recognition, respec-
tively (Roozendaal et al., 2010; Hawk et al., 2011). One mech-
anism by which HDAC inhibition may enhance memory at the
time of early consolidation processes is by increasing the
strength of functional connectivity between the hippocampus
and interconnected structures (Stafford et al., 2012). Whether
locally enhancing histone acetylation during early consolida-
tion processes controls the formation of multiple forms of
memory remains presently unknown.

To identify the role of hippocampal histone acetylation in
modulation of strategies selection and memory formation, we
trained mice in a water maze task that can be solved with equal
efficiency using either a striatum-based cue/response strategy or a
hippocampus-based place strategy. The strategy used in retention
depends on the training regimen experienced during acquisition
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and correlates with the temporal dynamic of CREB phosphory-
lation in the dorsal hippocampal CA1 during memory consolida-
tion (Martel et al., 2007; Blanchard et al., 2008). We chose a
training condition in which the use of the cued strategy prevails
over spatial strategy to examine the modulatory influence of
post-training intra-CA1 TSA infusion on consolidation processes
mediated by the dorsal hippocampus and dorsal striatum in
young adult and aged mice. We also investigated the effects of
post-training intra-CA1 TSA infusion on cognitive strategy-
specific changes in histone H4 acetylation and CREB phosphor-
ylation. Finally, we examined whether the behavioral effects of
TSA observed in young mice can be disrupted by pharmacologi-
cal manipulation of CREB function in the hippocampus and dor-
sal striatum.

Materials and Methods

Animals

A total of 120 male C57BL/6 mice, aged 4 (n = 80) and 18-20 (n = 40)
months, from Charles River Laboratories were individually housed in a
temperature-controlled colony room (22 = 1°C) with a 12 h light-dark
cycle (lights on at 7:00 A.M.) and ad libitum access to food and water.
Mice were handled daily for 5 d before training. Young and aged mice
that were infused with either TSA or vehicle into the CA1 immediately
after water maze training and received a competition test either 1 or 24 h
later (Fig. 1; for detailed methods, see Behavioral procedure, below). All
mice subjected to the 1 h probe test were killed immediately after testing
for immunohistochemical localizations of histone H4 acetylation and
CREB phosphorylation. Changes in H4 acetylation were also performed
in mice killed immediately after the 24 h probe test. The results were
compared with resting values from young and aged mice infused with
TSA or vehicle (Veh) and killed 1 h later directly from their home cage
(Young-Veh, naive: n = 6; Aged-Veh, naive: n = 6; Young-TSA, naive:
n = 5; Aged-TSA, naive: n = 4). In additional experiments, cohorts of
young mice received post-training intra-CA1 TSA administration with
concomitant infusion of the competitive antagonist of cAMP-induced
activation of PKA cAMPs-Rp, triethylammonium salt (Rp-cAMPS) into
the CAl or cAMP analog 8-bromoadenosine-3’,5"-cyclic monophos-
phate (8Br-cAMP) into the dorsal striatum and were subjected to the 24 h
probe test. All experimental procedures were conducted in accordance
with the European Communities Council Directive of 24 November
1986 (86/609/EEC).

Surgery
Mice were anesthetized with a mixture of ketamine (100 mg/kg body
weight, i.p.) and xylasine (6 mg/kg body weight, i.p.) (Bayer) and placed

------- +» C Testing

Competition test
(3 trials)

Schematic representation of the experimental procedure. 4, In the eight-trial training session, both young and aged
mice learned to search for a submerged cue-marked platform. B, Inmediately post-training, mice received bilateral infusion of TSA
or vehicle into the CA1. lllustration of cannulae placements in the dorsal CA1 region (arrows). €, During the probe test performed
1or24h later, mice had to choose between a submerged platform located in the same position as during the training session (place
strategy) and the cue-marked platform located in the opposite quadrant of the pool (cue strategy). For detailed explanations, see
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in a stereotaxic apparatus (Kopf Instruments).
Stainless-steel guide cannulae (26 gauge, 8 mm
length) were implanted bilaterally 1 mm above
the dorsal hippocampus (anteroposterior, —2
mm; mediolateral, 1.4 mm; dorsoventral, 0.9
mm; relative to dura and bregma; Fig. 1B), ac-
cording to the atlas of Franklin and Paxinos
(1997). Guide cannulae were fixed to the skull
with dental cement and three jewel screws.
Mice from the 8Br-cAMP experiment were im-
planted with two sets of bilateral cannulae, one
pair into the dorsal hippocampus as described
previously and the second pair 1 mm above the
dorsal striatum (anteroposterior, 0.9 mm; me-
diolateral, =2 mm; dorsoventral, 1.5 mm; rel-
ative to dura and bregma) according to the
atlas of Franklin and Paxinos (1997). Mice
were allowed to recover for 10 d before further
experiments.

Cue

Behavioral procedure

Apparatus. The experiments were conducted in
a round tank, 150 cm diameter and 55 cm in
height, filled with water made opaque with
white nontoxic paint. The water temperature was maintained at 21 *
1°C. Two hidden platforms (PF, 13 cm diameter) made of transparent
Plexiglas were submerged 1 cm below water surface. A 10 cm height cue
(a cylinder structure with black and white striped pattern) was placed on
the submerged platform to indicate its location. Several distal visual cues
were placed on the walls of the water maze room.

Procedure. Mice were submitted to one training session of eight trials
followed 1 or 24 h later by a series of three test trials. Acquisition con-
sisted of a spatial and nonspatial reference memory task during which
one PF remained in a fixed position and was marked by a cue. In each
trial, mice were released facing the wall at a constant start position (mid-
dle of the southeast quadrant) and allowed to swim until they found and
climbed onto the cued PF (northwest quadrant) or 90 s had elapsed. If a
mouse failed to find the PF within 90 s, it was gently guided to the
cued-platform by hand, where it was left for 20 s. After each training trial,
mice were dried, returned to their home cage, and placed in a warm box
equipped with dark lamps. Mice were trained in squads of five or six
animals with an intertrial interval of 10-12 min and fully counterbal-
anced with respect of age and treatment. Escape latency (in seconds)
from the releasing point to the PF was analyzed to assess learning during
acquisition session.

Mice were submitted 1 or 24 h after the last training trial to three test
trials (intertrial interval 5 min) in which two PF were submerged to assess
the search strategy used. One PF remained in the spatial location of the
training PF (northwest quadrant). The second PF, located in the opposite
quadrant (southeast), was marked by the cue. The start position was
equidistant from both platforms (southwest). If the animals swam to the
original PF (currently hidden), a place response was noted; if the animal
swam to the new and cued PF, a cue response was noted. Performance
was calculated for each mouse as mean percentage of a particular re-
sponse over the three test trials.

Quantification and analysis of behavioral data. A video camera
mounted above the pool was used to record swim trials. Data were ana-
lyzed using an automated tracking system (Videotrack). The acquisition
performances were analyzed for each trial, defined as the mean latency
(in seconds) to escape from the releasing point to the submerged plat-
form. Data were analyzed by repeated-measures ANOVAs, with Age as
between-subject factor and Trial as within-subject factors, using Stat-
View 5.01 (SAS Institute). For the competition tests, escape latency and
swim distance were analyzed using one- or two-way ANOVAs with Age
and Treatment as between-subject factors. Individual strategy selection
was categorized as cue-guided or place response according to the choice
made by the animal. x* analyses with Yates corrections (a conservative
adjustment to allow for cells with frequencies of <5) were computed to
determine whether any training groups exhibited a significant tendency
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The HDACi TSA (2.5 ug/pl; Tocris Biosci- = E 4 " i
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(DMSO) and diluted in artificial CSF (aCSF). 20 20
Bilateral injections 0f 0.5 ul of TSA (4 nmol per J
side) or its vehicle were infused into the dorsal 0= > 3 a4 & = 7 na 0 Ve TSA Veih p—

hippocampal CA1 immediately after training.
Bilateral infusion took ~5 min and the cannu-
lae were left in place for an additional 1 min
before removal to allow diffusion of the drug

Young

away from the cannulae tips. The Rp-cAMPS 18 4

(Tocris Bioscience), a membrane-permeable 16 -

PKA inhibitor, was dissolved in 20% DMSO 14

and diluted in aCSF (35.6 pg/ul; 40 nmol dis- ‘:; 12 4

solved in 0.5 pl per side). The concentration § 104

was based on both published evidence in rats <+ 84
(Taylor etal., 1999; Ramos et al., 2003) and our § 6

recent study in C57BL/6 mice (Baudonnat et B

al., 2011). Bilateral Rp-cAMPS infusion oc- .

curred in combination with TSA infusion into

the dorsal hippocampus. The cAMP analog " Veh TsA

8Br-cAMP (Sigma-Aldrich) was dissolved in
aCSF (Vehicle). The 8Br-cAMP concentration
(2.5 g/ ul; 3 nmol dissolved in 0.5 ul per side)
was based on previous studies (Bernabeu et al.,
1997). Mice received infusion of 8Br-cAMP or
vehicle into the dorsal striatum immediately
after training, with concomitant infusion of
TSA or vehicle into the dorsal hippocampus.
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Post-training intra-CA1 infusion of TSA does not affect strategy selection or memory performance during the short-
term retention test. 4, Learning curves of Young (open circles, n = 29) and Aged (gray circles, n = 30) mice during the training
session. Data are expressed as mean latencies == SEM (in seconds) to find the platform over the eight consecutive trials. B, Mean
percentage (+SEM) of (cue, place) strategy selection for young and aged mice infused with TSA (Young-TSA: n = 6; Aged-TSA:
n= 6)orvehicle (Young-Veh:n = 8; Aged-Veh: n = 8) and subjected to the Th probe test. *p << 0.05, **p < 0.01,***p << 0.001;
cue versus place strategy selection. (, D, Memory performances expressed as mean latencies + SEM (in seconds) (€) and mean
distance + SEM (in centimeters) (D) to reach one of the platforms during the 1 h probe test. Young and aged mice exhibited a

preference for the cue-guided platform, regardless of treatment.

Histological controls

All surgical implantations were controlled after

experiments using thionin blue coloration. Animals were anesthetized
with Avertin (10 ml/kg, i.p.) and perfused transcardially with 4% para-
formaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (PB). Brains were stored over-
night in the same solution and then in paraformaldehyde containing
30% sucrose for 72 h before being cut in 60 wm sections with a freezing
microtome (Leica SM2400). After being collected onto gelatin-coated
slides, brain sections were stained with thionin and coverslipped.

Immunohistochemistry and quantification

Animals were deeply anesthetized with Avertin (10 ml/kg, i.p.) and
perfused transcardially with ice-cold 4% paraformaldehyde in 0.1 M
PB. Brains were removed and stored overnight in the same fixation
solution, sectioned (50 wm) on a vibratome (Leica) and kept in a
solution containing 30% ethylene glycol, 30% glycerol, 0.1 m PB at
—20°C until processed for immunohistochemistry, as previously de-
scribed (Porte etal., 2011). Free-floating sections were incubated with
rabbit primary polyclonal antibodies anti-acetyl(Lys5,8,12,16)H4 (1:
4000) and anti-phospho(ser133)-CREB (1:4000) (Millipore). The spec-
ificity of anti-acetyl(Lys5,8,12,16)H4 antibody has been previously
established in rat hippocampus (Levenson et al., 2004; Tsankova et al.,
2004). Then sections were incubated with a biotinylated goat anti-rabbit
IgG secondary antibody (1:2000; Jackson ImmunoResearch). This was
followed by incubation with an avidin-biotinylated horseradish peroxi-
dase complex (Vectastain Elite kit, Vector Laboratories). The peroxidase
reaction was visualized in a Tris solution containing diaminobenzidine
tetrahydrochloride and hydrogen peroxide. Sections were mounted on
gelatin-coated slides, dehydrated, and coverslipped. All images were ac-
quired using an imaging analysis system (Biocom Visiolab 2000, V4.50).
For each animal, positive nuclei were quantified in the dorsal hippocam-

pal CA1 region and dorsal part of the striatum according to Franklin and
Paxinos (1997). At least three consecutive serial sections were examined
bilaterally, and the number of positive nuclei/mm ? was averaged to pro-
duce Group mean + SEM and compared with that of home cage (naive)
mice. Data were statistically analyzed using software Statview 5.01 (SAS
Institute) using one- or two-way ANOVAs with Age and Treatment as
between-group factors followed by post hoc tests (Fisher’s PLSD) when
appropriate. The data were considered to be statistically significant when
p < 0.05.

Results

Post-training TSA infusion into the CA1 potentiates long-term
consolidation of spatial memory in young but not aged mice
During the acquisition phase, both young and aged mice learned
to locate the cue-guided PF as attested by a progressive decrease
in escape latencies over the eight training trials (Fig. 2A). Two-
way repeated-measures ANOVA confirmed no significant effect
of Age (F(, 5,y < 1;p = 0.4), asignificant effect of Trials (F; 399y =
33.73; p < 0.0001) and no significant Age X Trial interaction
(F(7.399y = 1.57; p = 0.1). On the 1 h competition test, analysis of
the percentage of (cue, place) response strategy for each age
group indicated no difference on strategy preference between
TSA- and vehicle-infused animals (> comparisons: ps > 0.1). As
shown in Figure 2B, both age groups showed a significant bias
toward the cue-guided PF, regardless of whether or not they pre-
viously received TSA infusion (paired comparisons: p < 0.001 for
Young-Veh; p < 0.01 for Aged-Veh or TSA; p < 0.05 for Young-
TSA). In addition to strategies, there was no statistically signifi-
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Post-training intra-CA1 infusion of TSA facilitates the shift to the use of place strategy and enhances long-term

receiving TSA had shorter latencies
(p < 0.001; Fig. 3B) and swam more
direct routes (p < 0.01; Fig. 3C) than
did vehicle-infused young controls. Post
hoc comparisons further revealed that
aged mice receiving TSA displayed lon-
ger escape latencies and swim distance
4 to reach the PF than TSA-infused young
adults (both p < 0.001), whereas the
vehicle-infused groups did not differ
from each other (both p > 0.3). To-
gether, these results indicated that im-
mediate post-training TSA infusion into
the CAl facilitates long-term memory
for place learning in young mice but is
inefficient in aged animals.

[oXoXo)

1

memory performance in young but not aged mice. 4, Top, Swim paths from a representative “place learner” of the TSA-infused
young group (Young-TSA: n = 7) and representative “cue learners” of the vehicle-infused young group (Young-Veh: n = 8) and

vehicle- or TSA-infused aged groups (Aged-Veh: n = 8; Aged-TSA: n = 8). Bottom, Mean percentage (+SEM) of (cue, place)
strategy selection during the 24 h probe test in Young-Vehicle and Young-TSA (left), Aged-Vehicle and Aged-TSA (middle), and
Rp-cAMPS/TSA young mice (right; n = 9) receiving post-training coinfusion of TSA and the PKA inhibitor Rp-cAMPS into CAT.
Disruption of hippocampal CREB function completely blocked the TSA-induced bias toward the use of place strategy. B, C, Memory
performances expressed as mean latencies + SEM (in seconds) (B) and mean distance + SEM (in centimeters) (C) to reach one of
the platform during the 24 h probe test. Young mice infused with TSA showed greater preference for the place platform compared
with other groups. *p << 0.05, **p << 0.01: cue versus place strategy; *p << 0.05, *p < 0.01, *#p < 0.001: main effect of

Treatment; °*°p << 0.001: main effect of Age.

cant difference between TSA- and vehicle-infused groups for
performance parameters such as swim latency and distance to
reach the PF (Fig. 2C,D; ps > 0.05). These results indicated that
post-training TSA infusion into the CAl did not affect short-
term memory for cue learning in young and aged mice.

When examining the effects of immediate post-training infu-
sion of TSA on learning strategy selection during the 24 h com-
petition test, our data indicated that mice behaved differently
according to their age (Fig. 3A). Analysis of the percentage of
(cue, place) strategy selection for young animals indicated that
the difference in the distribution of place/cue learners between
TSA- and vehicle-infused groups was of borderline significance
(x* = 3.36; p = 0.06). In contrast, there was no difference on
strategy preference between TSA- and vehicle-infused aged
groups (x> < 1; p = 0.5). As shown in Figure 3A, left, most of
young adults previously given intra-CA1 TSA infusion showed a

Blockade of cAMP-PKA pathway in
dorsal CAl interferes with the TSA-
induced bias toward the use of a
hippocampus-based place strategy in
young mice

Previous studies have indicated that intact
CREB function is required for beneficial
effects of HDAC inhibition on
hippocampus-dependent learning and
memory (Chwang et al., 2007; Vecsey et
al., 2007; Haettig et al., 2011). We therefore thought to examine
the consequence of post-training blockade of cAMP-PKA-CREB
pathway into the CA1 on the “place” bias effect induced by TSA
infusion in young mice. To this end, young mice received con-
comitant intra-CAl infusion of TSA and the cAMP inhibitor
Rp-cAMPS immediately post-training and then were submitted
to the 24 h competition test. Importantly, Rp-cAMPS/TSA ani-
mals kept a clear bias toward the use of the cue-guided strategy
(two-tailed paired f test, tgy = —3.9; p = 0.004) and significantly
differed from the TSA-infused young group (x> = 6.13; p =
0.013) (Fig. 3A, right), supporting the hypothesis that the effects
of post-training TSA infusion on hippocampus-dependent
memory consolidation are dependent on hippocampal cAMP-
PKA-CREB cascade.
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Figure4. Age-dependent effects of TSA infusion on histone H4 acetylation in the dorsal hippocampus and the dorsal striatum. Animals were killed immediately after the 1 h retention test. Levels
of Ac-H4in the dorsal CA1 and the striatum from vehicle-infused young mice [Young-Veh, naive (N): n = 6; trained (T): n = 8], TSA-infused young mice (Young-TSA, naive: n = 5; trained:n = 6),
vehicle-infused aged mice (Aged-Veh, naive: n = 6; trained: n = 8), and TSA-infused aged mice (Aged-TSA, naive: n = 4; trained: n = 6). 4, Representative Ac-H4 immunostainings in the dorsal
(AT for the different naive (top) and trained (bottom) groups. Scale bar, 40 wm. B, Levels of Ac-H4 in the dorsal CA1 were significantly reduced in the Aged-Veh-Trained mice relative to matched
Young-Veh-Trained animals. All mice infused with TSA showed significantly greater H4 acetylation levels in the dorsal CAT than corresponding vehicle controls, regardless of age or training
condition. €, Neither aging nor TSA infusion significantly altered H4 acetylation in the dorsal striatum. Data are expressed as mean (+ SEM) number of positive Ac-H4 nuclei/mm 2, ***p << 0.001:

main effect of Training; ***p < 0.001: main effect of Treatment; °*

Effects of post-training intra-CA1 infusion of TSA on histone
H4 acetylation and CREB phosphorylation

We next examined the changes in acetylated H4 (Ac-H4) in the
dorsal hippocampal CA1 and dorsal striatum in groups of mice
killed immediately after the 1 h competition test (Fig. 4). First,
naive control mice infused with TSA displayed greater hip-
pocampal Ac-H4 levels than age-matched vehicle controls,
regardless of age (Fig. 4A, top; quantitated data, Fig. 4 B). A two-
way ANOVA performed on these data confirmed a significant
effect of Treatment (F(, ,,, = 628; p < 0.0001) but no effect of
Age (F(,,7 = 0.37; p = 0.5) or Age X Treatment interaction
(F(1,17) = 0.32; p = 0.6). Second, Young-Vehicle but not Aged-
Vehicle mice displayed a marked increase in the number and
intensity of CA1 Ac-H4-positive neurons in response to training
(Fig. 4A, bottom, B). Two-way ANOVA yielded significant effects
of Age (F(; 54y = 29.71; p < 0.0001) and Training (F, ,,) = 56.63;
p < 0.0001) as well as a significant Age X Training interaction
(F1,24) = 28.30; p < 0.0001). Further analyses confirmed a sig-
nificant difference between the trained Young-Vehicle and Aged-
Vehicle groups (p < 0.0001). Importantly, we observed no Age-
and Training-dependent changes in Ac-H4 in mice infused with
TSA (both F < 3; both p > 0.1). Indeed, both trained Young-TSA
and Aged-TSA groups displayed significantly greater levels of
Ac-H4 in CA1 than did matched vehicle groups (Young, F(; ;,, =

'p << 0.001: main effect of Age.

106; p < 0.0001; Aged, F(; 5, = 175; p < 0.0001), reaching similar
levels to those observed in naive Young-TSA and Aged-TSA con-
trols (both p > 0.05; Fig. 4A). Importantly, and as previously
observed (Levenson et al., 2004), TSA infusion failed to enhance
CA1l Ac-H4 levels in animals killed immediately after the 24 h
probe test, underlining the transient effect of TSA on histone
acetylation (data not shown). In the dorsal striatum, we found no
statistically significant changes in Ac-H4 levels as a function of
training status, Age, or Treatment (Fig. 4C).

Prompted by evidence linking CREB activation/phosphoryla-
tion to enhancement of hippocampus-dependent memory pro-
cesses by TSA treatment (Vecsey et al., 2007), we next examined
learning-related changes in phosphorylated CREB (P-CREB) in
mice killed immediately after the 1 h competition test. In agree-
ment with our previous study indicating that the intensity and
number of CA1 P-CREB-immunopositive neurons were dramat-
ically reduced by aging (Porte et al., 2008a), training produced an
overall increase in CA1 P-CREB levels in young but not aged
mice, independent of treatment condition (Figs. 5A, 6A).
Namely, TSA infusion had no effect on CA1 P-CREB levels in
naive control animals (Treatment, F(, ;,, = 1.7; p = 0.21; Treat-
ment X Age, F(; ;) < 15 p = 0.93). Whereas training increased
P-CREB levels in CA1 from Young-Vehicle (F, ,, = 22; p <
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p <0.0001, respectively) whereas Vehicle/
TSA animals were evenly divided between
the use of place and cue strategies (two-
tailed paired t test, t,,, = 0.14; p = 0.8).
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Figure 5.  Effects of TSA infusion on CREB phosphorylation in the dorsal hippocampus and the dorsal striatum. Animals were

killedimmediately after the 1 h retention test. Levels of P-CREB in the dorsal CA1 and the striatum from vehicle-infused young mice
[Young-Veh, naive (N): n = 6; trained (T): n = 8], TSA-infused young mice (Young-TSA, naive: n = 5; trained: n = 6), vehicle-
infused aged mice (Aged-Veh, naive: n = 6; trained: n = 8), and TSA-infused aged mice (Aged-TSA, naive: n = 4; trained: n = 6).
A, Training-related changes of P-CREB in CA1 were significantly reduced by aging and were not rescued by TSA infusion.
B, In the dorsal striatum, training significantly increased P-CREB levels in all groups except the Young-TSA group. Data are
expressed as mean (+SEM) number of positive P-CREB nuclei/mm 2. *p << 0.05, **p < 0.01, ***p << 0.001: main effect

of Training; *p << 0.05: main effect of Treatment; °*°p << 0.001: main effect of Age.

0.001) and Young-TSA (F, 4y = 26; p < 0.001) mice, no training-
related changes were observed in Aged-Vehicle or Aged-TSA an-
imals (both p > 0.1; Fig. 6A, bottom). Further analyses confirmed
that, regardless of whether or not they received TSA infusion,
trained young mice displayed significantly greater CA1 P-CREB
levels than did aged mice (Vehicle and TSA: both p < 0.001; Fig.
6A). The patterns of P-CREB in the dorsal striatum are shown in
Figures 5B and 6B. No statistically significant changes were found
as a function of Treatment or Age in naive control groups (Fig.
6B, top). Training resulted in significantly greater P-CREB levels
in the striatum of young and aged mice and significantly differed
from naive controls (Young, F(, ;) = 6.9; p = 0.01; Aged, F(, 5, =
13.45; p = 0.001). However, compared with age-matched na-
ive controls, the levels of P-CREB in dorsal striatum were
significantly increased in Young-Vehicle, Aged-Vehicle, and
Aged-TSA groups (all ps < 0.05) but not Young-TSA group
(p = 0.4) (Fig. 6B, bottom).

Enhanced CREB phosphorylation in the striatum reverses the
TSA-mediated switch from striatum-based to hippocampus-
based memory systems

Because our immunohistochemical data indicated that, com-
pared with age-matched naive controls, all training groups dis-
played high levels of striatal P-CREB except the Young-TSA
group, we next examined whether the effects of intra-CA1 TSA
infusion on search strategy preference are relevant to striatal
CREB function. To this end, three groups of young mice (8Br-
cAMP/TSA, Vehicle/TSA, and Vehicle/Vehicle) received post-
training infusions of either the cAMP analog 8Br-cAMP or
vehicle into the dorsal striatum with concomitant infusion of
TSA or vehicle into the CA1 (Fig. 7). Cannulae placements are
schematized in Figure 7A. Analyses of the percentage of strategy
selection for each group during the 24 h competition test indi-
cated significant difference in the distribution of place/cue learn-
ers between the three groups (x> = 10.25; p = 0.0059). As shown
in Figure 7B, animals of the Vehicle/Vehicle and 8Br-cAMP/TSA
groups showed a significant bias toward the cue-guided PF (two-
tailed paired ¢ test, to, = —3.5; p = 0.007 and t4 = —7.8;

ok Importantly, although Vehicle/TSA mice
had more modest changes in strategy bias
than Young-TSA mice in the first experi-
ment (Fig. 3A), significant differences in
percentage of strategy selection were
found between the Vehicle/TSA and the
8Br-cAMP/TSA (p = 0.006) and the Ve-
hicle/Vehicle (p = 0.031) groups.

Discussion

When either of two competing (i.e.,
place and cue/response) strategies can
lead to successful resolution of a task,
mice  predominantly adopt the
striatum-dependent cue-guided strat-
egy after a short training regimen,
whereas the preference for using a
hippocampus-dependent place strategy
comes to dominate on the condition that
training or preexposure to the spatial environment is sufficient
(Nicolle et al., 2003; Martel et al., 2006; , 2007; Sung et al., 2008;
Tunur et al., 2010). This is the first study to demonstrate that
post-training infusion of TSA in CA1 of young mice facilitates the
shift from the use of a striatum-dependent cue/response strategy
toward the use of hippocampus-dependent place strategy under
training conditions that promote cue-based strategy in vehicle-
infused controls. However, this biasing effect of post-training
infusion of TSA was observed only in young mice and when
probe test was assessed 24 h after learning, indicating that induc-
ing histone hyperacetylation at the time of early consolidation
processes promotes transcription of genes required for long-term
memory. We provide evidence that inhibiting hippocampal
cAMP-PKA-CREB pathway in young mice receiving concomi-
tant infusion of TSA and PKA inhibitor, Rp-cAMPS, into CA1
disrupts the switch from predominantly cue to place strategy
preference. Post-training TSA infusion in aged mice rescues
aging-associated deregulation of H4 acetylation in the CA1 but
fails to reverse P-CREB deficits or to produce a place strategy bias
on the 24 h probe test. We further demonstrate that concomitant
infusion of intra-CA1 TSA with the cAMP analog, 8Br-cAMP,
into the dorsal striatum prevents TSA-infused young mice from
predominantly using place strategy. All these findings highlight
that post-training intra-CA1 TSA infusion promotes dynamic
shift from striatal toward hippocampal memory system in young
but not aged animals, and support the possibility of a critical role
for CREB in the TSA-mediated switch between these two mem-
ory systems.

Systemic or intracerebral administration of HDACi before
training facilitates the formation of hippocampus-dependent
memory for spatial learning (Fischer et al., 2007; Dash et al., 2009;
Ricobaraza et al., 2009), contextual associative fear conditioning
(Levenson etal., 2004; Lattal et al., 2007; Kilgore et al., 2010; Peleg
et al., 2010), or novel object recognition (Fontdn-Lozano et al.,
2008; Giralt et al., 2012). In contrast, only a few works have in-
vestigated the modulating effects of post-training HDAC inhibi-
tion on memory. Studies have shown that intrahippocampal
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Figure 6. Representative photomicrographs of P-CREB-immunopositive nuclei within the CA1 (A) and the dorsal striatum (B) from naive (top) and trained (bottom) groups of young and aged
animals infused with vehicle or TSA. All trained mice were killed immediately after the 1 h retention test. Scale bar, 50 m.
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Figure 7.  Striatal CREB phosphorylation is critical for the switch from predominantly striatum-based cue to hippocampus-based place strategy. Young mice received post-training intrahip-
pocampal injection of either vehicle or TSA concomitant with intrastriatal administration of vehicle (Veh/Veh: n = 10; Veh/TSA: n = 11) or cAMP analog, 8Br-cAMP (8Br-cAMP/TSA: n = 10) to
increase CREB phosphorylation in the striatum. A, Top, Representative views of injection sites in the dorsal striatum (left) and the hippocampus (right) showing tracks of guide cannulae (arrows).
Bottom, Histological controls of all stereotaxically implanted mice. Black dots show locations of the tip of injection cannulae. B, Mean percentage (+SEM) of (cue, place) strategy selection during
the 24h probe test. In contrast to Veh/TSA animals, no switch from the use of cue to place strategy preference was observed in 8Br-cAMP/TSA and Veh/Veh groups of mice. **p << 0.01, ***p << 0.001:
cue versus place response; “p << 0.05, *p << 0.01: main effect of Treatment.
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infusion of HDACi immediately after learning enhances long-
term memory processes without affecting short-term memory by
specifically influencing the consolidation phase (Vecsey et al.,
2007). Further, intrahippocampal HDAC inhibition during early
memory consolidation can generate a form of long-term memory
that persists beyond the point at which normal memory fails
(Roozendaal etal., 2010; Hawk et al., 2011). Consistent with these
findings, our behavioral results in young mice indicate that in-
ducing histone hyperacetylation in the dorsal hippocampus im-
mediately after learning is sufficient to modulate long-term, but
not short-term, memory formation and to control the establish-
ment of different kinds of memory by interacting brain systems
during consolidation. Specifically, vehicle-infused young mice
subjected to eight-trial acquisition predominantly expressed a
cue-guided response independently of the time interval (1 or
24 h) interposed between the acquisition and test sessions. In
contrast, TSA-infused young mice predominantly used the cue
strategy on the 1 h probe test but switched to the place strategy on
the 24 h probe test. These observations suggest that inducing
histone hyperacetylation into the CA1 immediately after training
does not interfere with short-term memory but facilitates long-
term consolidation of spatial information after a training regi-
men that normally promotes memory consolidation for simple
associations between specific behaviors and selective cues. These
results further highlight a critical role for histone acetylation into
the hippocampus in regulating cellular connectivity between in-
teracting memory systems during consolidation processes. Spe-
cifically, post-training intra-CA1 TSA infusion in young mice
facilitated switching from striatum- to hippocampus-dependent
memory strategy on the 24 h retention test. Consistent with pre-
vious observation of a dynamic hippocampus-striatum interplay
during the consolidation period (Martel et al., 2007), these find-
ings suggest that increasing hippocampal histone acetylation im-
mediately after training blocks striatum-based cued memory and
promotes the formation of hippocampus-dependent spatial
memory.

In the hippocampus, remodeling of chromatin via regulation
of histone acetylation constitutes a key mechanism to controlling
subsets of genes implicated in associative memory formation
(Levenson et al., 2004; Chwang et al., 2006; Fischer et al., 2007;
Peleg et al, 2010; Sharma, 2010). Accordingly, histone H4
acetylation-dependent transcriptional events in the dorsal hip-
pocampus occur selectively during the consolidation phase
(30—60 min after training) of long-term contextual fear memory
in mice (Peleg et al., 2010) and spatial memory in rats (Bousiges
etal., 2010). Our finding that young mice displayed increased H4
acetylation during the early phase of consolidation (at 1 but not
24 h after learning) is in line with a permissive role for acetylated
histones in upregulating subsets of activity-associated genes im-
plicated in plasticity and memory (Levenson et al., 2004). Fur-
thermore, while immediate post-training TSA infusion produced
strategy shift on the 24 h retention test, TSA-induced H4 hyper-
acetylation occurred 1 h, but not 24 h, after training, arguing in
favor of a causal role for histone acetylation in the rapid mo-
lecular mechanisms engaging transcription-dependent path-
ways necessary for memory consolidation (Federman et al,,
2009; Stefanko et al., 2009; Reolon et al., 2011). This is also
consonant with recent observations that increasing hip-
pocampal histone acetylation at the time of early consolida-
tion processes promotes transcription of genes required for
long-term memory formation by influencing the strength of
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functional connectivity between the hippocampus and inter-
connected structures (Stafford et al., 2012).

Studies in both aged mice (Peleg et al., 2010) and rats (Zeng et
al., 2011) have found that reduced histone H4 acetylation in the
hippocampus correlates with impaired spatial or contextual
memory and that treatments with HDACi before training rescue
these deficits. Immediate post-training systemic HDACi admin-
istration also efficiently reversed aging-related object recognition
memory declines in rats (Reolon et al., 2011). An unexpected
result from our study is that, in sharp contrast to previous find-
ings, post-training intra-CAl TSA infusion rescued the age-
associated decrease in H4 acetylation but was not sufficient to
bias an aged animal toward the use of place strategy on the 24 h
probe test. In addition, post-training TSA infusion was unable to
reverse reduced P-CREB levels in aged CA1 neurons, suggesting
that post-training TSA infusion, by restoring/enhancing H4 acet-
ylation while keeping P-CREB at low levels in the CA1, might not
be sufficient to bias the aged brain toward the use of a
hippocampus-based place strategy. These observations are in
contrast to recent findings wherein restoration of histone H4
lysine 12 acetylation in aged mice receiving intrahippocampal
infusion of the HDACi suberoylanilide hydroxamic acid rein-
states the expression of learning-induced genes and leads to the
recovery of associative learning behavior (Peleg et al., 2010). We
found that a shift toward a place strategy can be prevented by
coadministration of TSA with the PKA inhibitor, Rp-cAMPS,
into the CA1, which is consistent with studies reporting that
HDACi modulates hippocampus-dependent memory in a
CREB-dependent manner (Chwang et al., 2007; Vecsey et al.,
2007; Chen et al., 2010; Haettig et al., 2011). These findings and
recent evidence that modification-specific, bidirectional chro-
matin regulation is dependent on recent experience, age, and
hippocampal subfields (Castellano et al., 2012) caution that use
of HDACi may have hazardous consequences when treating cog-
nitive disorders, especially those associated with CREB deficits.

Consistent with previous reports indicating that specific
forms of memory depend on region-specific patterns of P-CREB
(Pittenger et al., 2002; Colombo et al., 2003; Martel et al., 2007;
Lee et al., 2008; Porte et al., 2008b, 2011; Sung et al., 2008),
predominant cue search strategy in Aged-Vehicle and Aged-TSA
animals was associated with high P-CREB levels in the striatum
but not the hippocampus. In contrast, the use of place strategy in
Young-TSA mice correlated with high P-CREB in the hippocam-
pus but not striatum, suggesting that P-CREB provides a signa-
ture in the hippocampus of TSA-infused young mice that
coincides with their bias in selecting place strategy. To gain fur-
ther insight into the role of CREB in modulating cognitive strat-
egies, young mice received coinfusion of TSA into CAl and
cAMP analog, 8Br-cAMP, into the dorsal striatum. Importantly,
young mice infused with 8Br-cAMP/TSA remained to use cue
strategy, indicating that striatal PKA/CREB hyperactivity blocked
the TSA-induced shift toward the use of a place strategy. These
findings suggest that post-training intra-CAl histone hyper-
acetylation promotes dynamic shift from predominantly cue to
more place learning; this, however, requires accurate regulation
of CREB function within the hippocampus and striatum.

Our current findings indicate that enhancing histone acetyla-
tion into the dorsal CA1 at the time of early consolidation process
is a positive factor facilitating the switch from predominantly
striatum-based cue to hippocampus-based place strategy in
young mice. These findings and recent reports converge to sug-
gest that both histone H4 and CREB are critical components of
the mechanism by which HDACi enhances hippocampus-
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dependent memories. Although molecular details on how H4
and CREB interact to regulate memory formation remain to be
elucidated, these results may have important therapeutic impli-
cations in view of the efforts to design new drugs to target cogni-
tive disorders resulting from normal and pathological aging.
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