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Psychosocial stress in tree shrews (Tupaia belangeri) is an established animal model of
depressive disorders inducing neuronal and glial structural changes in specific brain regions.
(Fuchs et al., 2005, Physiol Behav. 73:285-291). Recent data indicate that depression is
associated to brain structural changes which have been reported of different magnitude
between the right and left hemisphere. Growing evidence in animal models suggest that
cytoskeletal microtubule dynamics may play a role on such structural alterations (Bianchi et
al., 2009, Eur. Neuropsychopharmacol. 19:778-90). Here, we investigated the effects of
psychosocial stress in tree shrews on the expression of microtubule dynamics markers and
synaptic markers, in the right and left hippocampus and prefrontal cortex (PFC).

Adult male tree shrews (n=6) were submitted to four weeks of psychosocial stress or non-
stressed (n=6), as previously described (Fuchs et al., 2005, Physiol Behav. 73:285-291).
Urinary cortisol was monitored using commercially available kits. At the end of the study, the
hippocampus and PFC were dissected and processed for Western blot analysis of microtubule
dynamics markers (Tyr/Glu-Tub, Acet-Tub and Delta2-Tub), pre-synaptic (Synaptophysin)
and post-synaptic (PSD-95) markers. Total alpha-tubulin was used as house-keeping protein.
The ANOVA or t-test was used as statistical analysis. Results are expressed as mean+SEM in
% of non-stressed animals.

Tree shrews exposed to psychosocial stress showed decrease of body weight (93+£2%,
p<0.05), and increase in urinary cortisol (207£17%, p<0.01), confirming the stressful
conditions of the animals. In the right hippocampus Tyr/Glu-Tub ratio decreased to 73+£7%
(P<0.05) and PSD-95 increased to 153+16% (P<0.05), suggesting decreased microtubule
dynamics and post-synaptic remodelling. In contrast, the left hippocampus showed no
changes. Moreover, in the right PFC Tyr/Glu-Tub ratio (156+9%; P<0.05), the neuron-
specific Delta2-Tub (125+3%; P<0.05) and PSD-95 (120+5%; P<0.01) increased indicative of
enhanced neuronal microtubule dynamics and post-synaptic remodelling. In contrast, the left
PFC showed a decrease (p<0.05) in Tyr/Glu-Tub ratio (79£5%) and Delta2-Tub (82+3%),
suggesting reduced microtubule dynamics; this effect was accompanied by decreased
synaptophysin (83+2%; P<0.05) consistent with pre-synaptic alterations.



The main results of the study show cytoskeletal and synaptic changes in the hippocampus and
PFC with differences between the right and left hemisphere in response to psychosocial stress
in tree shrews. In particular, the right hippocampus appears to be more vulnerable than the left
one. Opposite responses were detected in the right and left PFC. These findings further
support the possible involvement of neuronal microtubules in depressive disorders.

Summer Meeting 2012

Further evidence on the antidepressant efficacy of 3beta-methoxy-pregnenolone
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chronic psychosocial stress

Lucie Paresys?, Kerstin Hoffmann?, Simon Bate®, Etienne Emile Baulieu!, Eberhard Fuchs?,
Massimiliano Bianchi'

IMAPREG psychopharmacology, Le Kremlin-Bicétre, France; 2Clinical Neurobiology
Laboratory, German Primate Center, Gottingen, Germany; 3Huntingdon Life Sciences,
Huntingdon, England

MAP4343 (3beta-methoxy-pregnenolone) has antidepressant efficacy in rats isolated from
weaning (Bianchi and Baulieu, 2012, PNAS 109:1713-8). MAP4343 specifically binds the
microtubule associated protein-2 (MAP2) and modulates brain microtubule function. The
antidepressant efficacy of MAP4343 is here investigated in the chronic psychosocial stress
model in tree shrews. Tree shrews are small day-active mammals, closely related to primates
and with important translational relevance for stress research (Fuchs, 2005, CNS Spectr. 10:
182-189). Bodyweight, urinary cortisol, noradrenaline and testosterone levels were
investigated. The expression of markers of microtubule dynamics, MAP2 and synaptic
markers was also detected in the prefrontal cortex (PFC).

Adult male tree shrews (n=16) were submitted to eight weeks of an established experimental
protocol consisting of two first weeks of undisturbed conditions (control weeks) followed by
six weeks of psychosocial stress. During the two first weeks of stress (stress weeks) the
animals received daily per os administration of the vehicle while during the four following
weeks (treatments weeks) received daily per os administration of either MAP4343 (50mg/kag,
n=8) or the vehicle (n=8). Urine was collected daily and cortisol, noradrenaline and
testosterone were quantified. PFC was dissected 24h after the last drug / vehicle
administration and processed for Western blot of microtubule dynamics markers,
phosphoMAP2/MAP2, pre-synaptic (synaptophysin) and post-synaptic (PSD-95) markers.
Total alpha-tubulin was used as housekeeper. Hormones, bodyweight and molecular data
were analysed using a repeated measures mixed model analysis approach, followed by pre-
planned comparisons to compare treatments. Results are expressed as mean+SEM.

Bodyweight and testosterone were decreased by stress and MAP4343 was ineffective in
counteracting these stress-induced responses. However, MAP4343 blocked the stress-induced
increase in noradrenaline compared to vehicle (p<0.01) and had a similar tendency on the
stress-induced cortisol increase, but the latter was not significant. In the PFC, MAP4343 has
no effects on microtubule dynamics markers. PhosphoMAP2/MAP2 was increased by
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MAP4343 in the right PFC (1.08+0.05, p<0.01) and decreased in the left PFC (0.97+0.09,
p<0.05) compared to vehicle. This was accompanied by decreased synaptophysin (0.95+0.07,
p<0.05) and increased PSD95 (1.09+0.09) in the right PFC compared to vehicle, while
increased synaptophysin (1.09+0.07, p<0.01) was detected in the left PFC.

Our results show that MAP4343 appears to block the increase in hormonal levels related to
stress response. These effects were accompanied by differential changes in
phosphoMAP2/MAP2 and synaptic proteins in the right and left PFC suggestive of
modulation of microtubule function and synaptic remodelling.
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Psychosocial Stress in tree shrews induces hormonal alterations accompanied by
lateralized cytoskeletal changes in the hippocampus.
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IMAPREG, Le Kremlin-Bicétre, France; 2Institut National de la Santé et de la Recherche
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Introduction: Chronic psychosocial stress in tree shrews (Tupaia belangeri) is an established
model of depressive disorders resembling most symptoms observed in human patients [1].
Stressed tree shrews showed decreased body weight and increased urinary cortisol paralleled
by neuronal and glial structural alterations in the hippocampus [2]. Recent data indicate that
the pathogenesis of depressive disorders may be associated to structural changes in the
hippocampus which have been reported of different magnitude between the right and left
hemisphere. Growing evidence in rats suggests a link between the hippocampal structural
alterations observed in depression and changes in the dynamics of the neuronal cytoskeletal
microtubules [3]. The present study investigated the effects of psychosocial stress in tree
shrews on markers of microtubule dynamics and synaptic markers in the left and right
hippocampus. The body and testicular weight, as well as the urinary cortisol, noradrenaline
and testosterone concentrations, were also monitored to validate the model.

Methods: Adult male tree shrews were submitted to four weeks of psychosocial stress (n=6)
or kept undisturbed in their home cages (control; n=6), as previously described [1]. Urinary
cortisol, noradrenaline and testorone were monitored throughout the study using
commercially available kits. Testes and hippocampi were dissected at the end of the study.
The left and right hippocampi were processed for the western blot analyses of markers of
microtubule dynamics (Tyr/Glu-Tub, Acet-Tub and Delta2-Tub), synaptic markers
(synaptophysin, PSD-95), and of the dendrites-specific microtubule associated protein type-2
(MAP2). Total alpha-tubulin was used as house-keeper proteins. The ANOVA or t-test was
used as appropriate statistical analysis.

Results: Stressed tree shrews showed a significative decrease of body weight (93+2 % of
control, p<0.05), and a significative increase (p<0.01) in urinary cortisol (207+17% of
control) and urinary noradrenaline (237£12% of control). Additionally, the urinary



concentration of testosterone was also significantly decreased (68+7 % of control, p<0.05) as
well as the testes weight (754 % of control, p<0.01). Such physiological and hormonal
alterations validate the stressful conditions of the animals. Furthermore, in the right
hippocampus Tyr/Glu-Tub was significantly decreased (73+7% of control; p<0.05)
suggesting decreased microtubule dynamics; furthermore, the post-synaptic marker PSD-95
was significantly increased (153+16% of control; p<0.05) indicative of dendritic remodelling
phenomena; the pre-synaptic markers synaptophysin and MAP2 were unchanged. In contrast,
in the left hippocampus a significative increase in MAP2 (120+3% of control; p<0.05) was
detected suggesting microtubule changes in neuronal dendrites; all the other analysed
molecular markers were unchanged.

Conclusion: The present physiological and hormonal data confirm the psychosocial stress in
tree shrews as an interesting model of depression. Such alterations are accompanied by
different molecular changes in the right and left hippocampus. Thus, the right hippocampus
appears to be more vulnerable and shows modifications indicative of microtubule stabilization
and post-synaptic reorganization. On the other hand, the left hippocampus shows specific
changes in the composition of dendritic microtubules reflecting possible functional
cytoskeletal alterations. These data further support the hypothesis of an involvement of
neuronal microtubules in depressive disorders.

[1] Fuchs, E., 2001 Social Stress in Tree Shrews as an Animal Model of Depression: An
Example of a Behavioral Model of a CNS Disorder. CNS Spectr. 10:182-190.

[2] Fuchs, E., Fligge, G, Ohl, F., Lucassen, P., Vollmann-Honsdorf, G. K., Michaelis, T.,
2005 Psychosicial stress, glucocorticoids, and structural alterations in the tree shrew
hippocampus. Physiol Behav. 73:285-291.

[3] Bianchi, M., Fone, K. C., Shah, A. J., Atkins, A. R., Dawson, L. A., Heidbreder, C. A. ,
Hagan, J. J., Marsden, C. A., 2009 Chronic fluoxetine differentially modulates the
hippocampal microtubular and serotonergic system in grouped and isolation reared rats. ENP
19:778-790.



RESUME

Les troubles dépressifs constituent un probléme majeur de santé publique puisqu’ils affectent
plus de 350 millions de personnes dans le monde. La plupart des médicaments antidépresseurs
prescrits actuellement ciblent les systémes monaminergiques centraux. Cependant, ces
molécules ont un délai d’action de plusieurs semaines et produisent des effets secondaires
substantiels, souvent responsable de I’arrét du traitement. De plus, un pourcentage non
négligeable de patients ne répond que particllement ou négativement a ces traitements. C’est
pourquoi le développement de nouvelles molécules antidépressives constitue un axe majeur
de recherche en psychopharmacologie. Le 3p-methoxy-prégnénolone (MAP4343), un
névroptéroide de synthése, constitue une nouvelle molécule dont I’efficacité antidépressive a
été récemment établie dans un mod¢le d’isolement social chez le rat. Le mode d’action du
MAP4343 serait différent de celui des antidépresseurs conventionnels, puisqu’il a été montré
in vitro qu’il pouvait se lier a la protéine associée aux microtubules de type 2 (MAP2) pour

ainsi modifier la fonction microtubulaire, ce qui, in fine, favoriserait la plasticité cérébrale.

L’objectif de cette thése est de consolider les preuves de I’efficacité antidépressive du
MAP4343 et d’¢lucider les mécanismes d’action cellulaires associés a son effet
pharmacologique. Pour cela, nous avons utilisé deux modeles animaux de dépression issus de
deux espece différentes: (i) le Toupaye de Belanger (toupaia belangeri) soumis au stress
psychosocial chronique qui développe des troubles comportementaux, fonctionnels et
hormonaux similaires a ceux observés chez les patients dépressifs et (ii) la lignée de rat
Wistar Kyoto (WKY), un modéle spontanée montrant un comportement de type

anxiodepressif.



Chez le Toupaye, I’administration chronique de MAP4343 (50 mg/kg/jour ; per 0s) pendant
quatre semaines permet d’inhiber la diminution de 1’activité locomotrice et le comportement
d’évitement induit par le stress. De plus, les altérations physiologiques comme la diminution
du poids corporel, I’hyperthermie ou encore les troubles du sommeil sont enrayés par le
traitement au MAP4343. Enfin, la molécule agit en inhibant partiellement 1’hyperactivation
de I’axe adreno-corticotrope. Les rats WKY traités par une injection quotidienne de
MAP4343 (10 mg/kg/jour, s.c.) pendant 4 jours, montrent eux une augmentation de leur
I’activité locomotrice, associée a une réduction de leur comportement anxieux mesuré dans
« I’open-field ». Enfin I’administration de MAP4343 réduit significativement leur immobilité
lors du test de nage forcée. Les mesures dans 1I’hippocampe de 1’expression des isoformes de
I’a-tubuline, élément constitutif des microtubules, montrent dans les deux modeles, une
diminution de I’a-tubuline tyrosinée, une isoforme plus abondante dans des microtubules
néoformés. Ce phénoméne n’est pas renversé par le MAP4343. Cependant, chez le Toupaye,
le stress chronique induit une réduction de 1’expression de la forme acétylée de I’a-tubuline,
un phénomene qui serait plus tardif lors d’une altération de la fonction microtubulaire. De

facon intéressante, le MAP4343 permet de prévenir cette baisse de I’acétylation.

Ce travail de thése démontre un effet antidépresseur robuste du MAP4343, reproductible dans
deux modéles animaux de dépression, chez deux especes différentes, confirmant ainsi une
premiere étude réalisée auparavant. Son efficacité est observée des les premiers jours de
traitement chez le rat et peut se maintient lors d’un traitement prolongé comme chez le
Toupaye. Cette molécule constituerait ainsi une nouvelle classe d’antidépresseurs ayant
comme cible potentielle le systeme microtubulaires. Des expériences complémentaires seront

nécessaires afin de préciser le mode d’action du MAP4343 sur les fonctions neuronales.
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|. INTRODUCTION

Il.l. TROUBLES DEPRESSIFS

| 1.1.1. Définition (American Psychiatric Association, 2000)

| 1.1.1.1. Troubles dépressifs

«Objet de haine pour les dieux, il errait seul
dans la plaine d’Alcion, le ceeur dévoré de
chagrin, évitant les traces des hommes»,
(Homére, I’Iliade, chant VI). Un rejet, un
sentiment de culpabilité, de la mélancolie et une
insurmontable tristesse, c’est ainsi qu’Homere
dépeint Bellérophon, chassé et hai par les dieux,
8 siecles avant J-C. De tout temps, des
observateurs sensibles ont retranscrit 1’existence

d’un insurmontable malaise psychologique,

Melencolia
Durer, 1514

inexplicable parfois, mais surtout incurable.
Beaucoup de théories ont vu le jour. Socrate, par
exemple, au Vvi° siecle avant J.-C, s’attache a donner une cause physique au phénoméne. Il
associe la « mélancolie » a la « bile noire » ou « atrabile », produite par la rate. Alors qu’au
Moyen Age, on identifie cette humeur appelée acédia, a la paresse, I’un des sept péchers
capitaux, au Xxix® siecle on parle en revanche de « mal du siécle » ou de « spleen ». Freud, au
début du xx° siécle, développe une idée beaucoup plus construite résultant d’un conflit
psychique. Mais c’est avec la découverte des premiers antidépresseurs au milieu du Xx° siecle
que I’on commence a comprendre I’implication de certains facteurs biologiques et que 1’on

définit une symptomatologie precise.
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Le DSM IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, IV" édition) rédigé par
I’association américaine de psychiatrie (American psychiatric association, APA) classifie les
différents troubles psychiques dont les troubles de ’humeur. Ce manuel a pour but d’établir
des diagnostics spécifiques en se basant sur des criteres symptomatiques, donc descriptifs. Il
définit quatre catégories de troubles de I’humeur : les troubles dépressifs (unipolaires), les
troubles bipolaires, les troubles de I’humeur dus a 1’état de santé général et les troubles de

I’humeur dus a la prise de substances.

Les troubles unipolaires se distinguent des troubles bipolaires par I’absence totale d’épisodes
maniaques, hypomaniaques ou mixtes (maniaques avec au moins deux symptomes de
dépression). Ils sont divisés en trois types : le trouble dépressif majeur, le trouble
dysthymique et les troubles dépressifs non spécifiés. Le trouble dysthymique se différencie
principalement par la durée de I’humeur dépressive qui doit étre de deux ans au minimum
au lieu de deux semaines pour la dépression majeure. En revanche, la gravité minimale des

symptomes est moindre pour le trouble dysthymique.

1.1.1.2. Dépression majeure : diagnostic

Dans la mesure ou, jusqu’a présent, aucun marqueur biologique de la dépression n’a pu étre
validé, le diagnostic de dépression majeure est intégralement établi sur la base d’un
interrogatoire oral. Par conséquent, cette pathologiec ne peut étre décrite que dans 1’espéce
humaine. Cependant, certains comportements et certaines modifications physiologiques
associés aux troubles dépressifs peuvent tre reproduits expérimentalement chez 1’animal de

laboratoire, ce qui permet de disposer de modeles animaux (voir paragraphe 1.1.3).

Le trouble dépressif majeur est caractérisé par la présence d’un ou plusieurs épisodes
dépressifs majeurs. L’épisode dépressif majeur est defini par la présence d’un minimum de
symptdmes décrits ci-dessous. En premier lieu, la personne doit presenter au moins 1) la
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manifestation d’une humeur dépressive et/ou 2) I’expression d’une perte d’intérét ou de
plaisir (anhédonie). D’autre part, elle doit aussi souffrir d’au moins trois des sept symptémes

suivants :

- Trouble de I’appétit avec perte ou gain de poids

- Trouble du sommeil (insomnie ou hypersomnie)

- Agitation ou ralentissement psychomoteur

- Fatigue ou perte d’énergie

- Sentiment de dévalorisation ou de culpabilité excessive ou inappropriée
- Difficultés de concentration, de mémoire et/ou de prise de décision

- ldées suicidaires récurrentes

Ces caracteres doivent étre nouveaux chez I’individu ou sévérement aggravés par rapport a la
période précédant 1’épisode dépressif. Ils doivent étre présents presque toute la journée, tous
les jours et persister durant au moins deux semaines. Chaque épisode, s’il y en a plusieurs,

doit étre séparé du précédent par une période d’au moins deux mois.

L’épisode dépressif doit engendrer une détresse clinique et/ou un dysfonctionnement dans les
relations sociales. L’individu doit étre dans 1’incapacité de mener une vie normale, telle
qu’elle se déroulait avant ledit épisode, et cela doit se ressentir dans au moins un domaine de
sa vie (vie professionnelles, vie de couple, vie de famille). Les troubles dépressifs peuvent
aller jusqu’a provoquer un licenciement, un divorce ou bien, dans le pire des cas, le suicide

de I’individu.

1.1.1.3. Description des symptomes

Le diagnostic étant li¢ a I’interrogatoire du patient, la caractérisation des symptémes d’un état
dépressif peut s’avérer trés difficile. L’humeur dépressive n’est pas toujours exprimée
oralement, mais peut se révéler a travers le faciés et I’apparence du patient (Keefe 1995).
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De récentes etudes ont montre que les antidépresseurs sont capables de modifier précocement
les expressions faciales ainsi que les performances cognitives chez le volontaire sain (Di

Simplicio et al. 2014).

La perte d’intérét se détecte souvent par une diminution de la pratique d’activités qui
auparavant apportaient du plaisir. Il peut étre également observé une baisse de la libido. Les
modifications de ’appétit se traduisent le plus souvent par une réduction de la prise de
nourriture. Cependant, un phénoméne inverse peut étre observé avec le désir d’aliments
particulierement sucrés. A un stade séveére, cette appétence pour les sucreries peut modifier

significativement le poids.

Les perturbations du sommeil les plus fréqguemment observées lors d’un épisode dépressif
majeur sont des insomnies légéres (réveil au milieu de la nuit) et terminales (réveil trop tot).
Cependant certains patients parlent également de difficultés a s’endormir en début de nuit et
plus rarement d’hypersomnie. Ces symptomes sont parfois la seule cause de demande de
médication de la part du patient. Des enregistrements de I’¢lectroencéphalogramme (EEG) ont
montré la présence des troubles du sommeil chez 40 a 60 % des patients dépressifs et chez
90% des individus pendant un épisode dépressif majeur (American Psychiatric Association

2000).

L’activité psychomotrice peut étre augmentée (impossibilité de rester assis, marche rapide,
frottement des mains, de la peau, des vétements, etc.) ou diminuée (élocution lente,
mouvement ralenti, etc.) mais, dans tous les cas, les variations doivent étre assez prononcees
pour étre détectables par un tiers. La diminution de I’énergic est exprimée lors de la
réalisation d’une action normalement peu colteuse pour I’individu, par une fatigue
particuliérement importante et une perte d’efficacité. Cela se traduit par le sentiment que la

moindre tache demande un certain effort.
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Le sentiment de devalorisation et de culpabilité est extrémement courant lors d’un épisode
dépressif. 11 est souvent exprimé par 1’individu comme un sentiment de médiocrité ou de
culpabilité lors d’événements qui ne sont pas de sa responsabilité et qui, en réalité, le
dépassent. Ce symptdme irrationnel est trées courant et peut prendre des proportions

considérables.

La perte de concentration, le déficit de mémoire et le manque de prise de décision s’expriment
par le fait que le patient se plaint d’étre vite distrait, d’avoir des pertes de mémoire ou de ne
plus pouvoir réaliser des taches compliquées qui étaient auparavant réalisables. Chez les

personnes agées, ce symptome peut €tre confondu avec I’expression d’une démence.

Enfin, concernant les idées de suicide, dans les cas les moins sévéres 1’individu y pense une a
deux fois par semaine, quelques minutes au plus. En revanche, au stade le plus alarmant

I’individu a planifié son suicide (heure, lieu, obtention du matériel).

La difficulté pour définir cette maladie réside dans la complexité, I’hétérogénéité et
I’expression variée de ses symptomes. En effet, un épisode dépressif majeur peut étre
confondu avec un épisode mixte ou bien avec une partie d’une autre pathologie engendrant
des symptdmes associés a la dépression. Non seulement tous les patients n’expriment pas
I’ensemble des symptomes, mais ils peuvent coexister a des intensités tres variables. Il existe
plusieurs échelles de diagnostic congues dans le but d’appréhender objectivement la gravité
de la pathologie. La plus utilisée est 1’échelle de Hamilton (Hamilton 1960; Hamilton 1967).
Cette échelle requiert une valeur donnée par le praticien a chaque symptome s’exprimant chez

son patient. Elle engendre une note globale qui permet de suivre I’évolution de la maladie.
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1.1.1.4. Etude des altérations du sommeil

Des études réalisées a I’aide d’électroencéphalogramme chez des patients atteints de troubles
dépressifs ont permis de comprendre quelles étaient les altérations du sommeil impliquées
dans la pathologie. La méthode de 1’électroencéphalogramme consiste & placer des électrodes
sur le crane de l’individu et & mesurer 1’activité électrique générale de son encéphale.
L’activité électrique oscille a différentes fréquences et intensités. Des types d’ondes ont été
identifiés en fonction de la fréquence et de ’intensité (voir Figure 1.1). A Iéveil, succéde une
phase de sommeil léger de type NREM pour «non Rapid Eye Movement ». On peut en
observer quatre stades constitués d’ondes de plus en plus lentes, amples et intenses. Les deux
derniers stades (stades 3 et 4, voir Figure 1.1), constituent le sommeil a onde lente ou sommeil
profond. 1l s’agit d’une sorte de synchronisation et de ralentissement général de 1’activité
cerébrale. Puis survient le sommeil paradoxal ou REM pour « Rapid Eye Movement ». Les
ondes détectées ressemblent a celles observées pendant la veille, c’est-a-dire qu’elles sont
faibles et rapides. Cependant, aucune activité physique n’est détectée durant cette phase,
hormis une activité rapide des yeux et de I’oreille interne. Ce sommeil est connu pour son
implication dans le développement du systéme nerveux et dans les processus cognitifs en
général, comme la mémorisation (Pilcher and Huffcutt 1996; Jackson et al. 2013). La
succession du NREM et du REM constitue un cycle de sommeil et dure en environ 90 min

(voir Figure 1.1.). Cing cycles, en moyenne, se succédent durant la nuit d’un individu.

C’est Snyder en 1972, a I’Institut national de la santé mentale (NIMH) aux Etats-Unis, ainsi
que David J. Kupfer, cette méme année, qui s’intéressent aux EEG des patients déprimés dans
le but de trouver des marqueurs spécifiques des troubles dépressifs. Outre une diminution de

la latence du premier sommeil REM chez les patients atteints de troubles affectifs (D J Kupfer
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and Foster 1972), il a été montre, par la suite, une augmentation de la durée de la premiére

phase de sommeil REM et de la densité du REM (Arfken et al. 2014).

Ceci constitue, encore aujourd’hui, un trouble important lors d’un épisode dépressif majeur
(Kupfer, 1995; Kupfer and Ehlers, 1989; Steiger et al., 2013). Il a également été montre une
réduction du sommeil NREM en particulier de la durée du stade 2, mais de facon plus légere,
en début de nuit et une discontinuité du sommeil (David J. Kupfer 1995). Ces phénoménes ne
sont pas spécifiques de la dépression, mais se retrouvent dans de nombreuses pathologies

psychiatriques (Benca et al., 1992).

La relation entre sommeil et troubles dépressifs est telle qu’il a été établi qu’une privation de
sommeil pouvait avoir un effet antidépresseur, en stimulant 1’activité sérotoninergique
(Adrien 2002). De plus, les troubles du sommeil pourraient étre des marqueurs de maladies

psychiatriques (Arfken et al. 2014).
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Figure 1.1 : Ondes cérébrales observées par électro-encéphalogramme et
hypnogramme (inspiré des schémas du Réseau Morphée)

(A) Electro-encéphalogramme : les quatre types d’ondes cérébrales (béta, alpha, théta
et delta) ; intensité du courant en fonction du temps (en secondes).

(B) Hypnogramme : schéma des cycles du sommeil en fonction du temps (en heures);
REM : « rapid eye movement », NREM : « non - rapid eye movement », Stade 1, 2, 3, 4 :
Stade du sommeil NREM.

| 1.1.2. Epidémiologie

| 1.1.2.1. Prévalence : une maladie mondiale

« Une bonne santé mentale permet aux individus de se réaliser, de surmonter les tensions
normales de la vie, d'accomplir un travail productif et de contribuer a la vie de leur

communauté » (Constitution de 1’Organisation mondiale de la santé, OMS). La dépression
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représente a elle seule 4,3 % de la charge mondiale de morbidité et est I’une des principales
causes d'incapacité (11 % des années de vie vecues avec une incapacité dans I'ensemble du
monde) en particulier chez les femmes (Organisation Mondiale de la Santé 2014). Le nombre

de déces par suicide est estimé a 1 million par an (Organisation Mondiale de la Santé 2014).

Les conséquences économiques sont également tres importantes, mais il est difficile d’évaluer
celles qui sont dues uniquement & la dépression. Selon une étude récente, on estime que
I'impact mondial cumulé des troubles mentaux en termes de perte de production économique
représentera 16 300 millions de millions de dollars entre 2011 et 2030 (Organisation
Mondiale de la Santé 2012). En effet, la charge de la dépression et des autres pathologies

mentales serait en augmentation dans le monde.

La prévalence vie entiere est deux fois plus importante chez les femmes que chez les hommes
a partir de 1’adolescence et ce, quelle que soit la localisation géographique et le contexte
socio-culturel (American Psychiatric Association 2000). Le sexe est le facteur de corrélation
le plus fréquent (Van de Velde, Bracke, and Levecque 2010). La prévalence vie entiere varie
de 10 a 25 % pour les femmes et de 5 a 12 % pour les hommes (American Psychiatric
Association 2000). En revanche, chez les enfants, on n’observe pas de différence entre sexes

(American Psychiatric Association 2000).

Par ailleurs, il a été observé des différences entre pays de la prévalence de la pathologie. Elle
varie de 1,5% a Taiwan a 19% a Beyrouth entiérement détruit par la guerre (Weissman et al.
1996). De méme, I’expression des symptdmes peut varier selon la localisation géographique.
Par exemple la somatisation de la maladie, telle que les troubles gastro-intestinaux, sera plus
exprimée dans certains pays d’Asie du sud-est (Hsu, Davies, and Hansen 2004). La situation
sociale influence également la prévalence de la pathologie (Bromet et al. 2011). Le fait d’étre

divorcé (ou sépare) serait ainsi un facteur prépondérant (Weissman et al. 1996).
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La dépression majeure peut survenir a tout age. La moyenne d’age d’un premier €pisode
dépressif est d’environ 25 ans (Bromet et al. 2011). De plus, la prépondérance de certains
traits variera également avec 1’age (Andrade et al. 2003; Bromet et al. 2011). On peut noter,
par exemple, que chez I’enfant et 1’adolescent I’humeur dépressive, plutét présente chez
I’adulte, est généralement supplantée par une irritabilité. Il est a noter également qu’au dela de

55 ans, la pathologie multiplie le taux de déces par quatre (DSM 1V, 2000).

1.1.2.2. Facteurs génétiques

Les facteurs génétiques ne sont pas négligeables. Des études sur des vrais jumeaux ont permis
d’établir que le facteur génétique correspondait a 39% des facteurs de risque de dépression
majeure (Kendler and Prescott 1999) et que ce facteur était globalement le méme pour les

deux sexes.

Cependant, aucun géne n’a encore été reconnu jusqu’ici comme responsable, méme si
certaines études ont montré des corrélations entre génétique et troubles dépressifs. En effet, en
2007, une étude conclut un lien entre 1’age de I’apparition de la maladie et un polymorphisme
identifié au niveau du locus 15025-g26 du chromosome 15 (Holmans et al. 2007). De plus,
une prédisposition a la dépression a été associée au polymorphisme, serotonin-transporter-
linked polymorphic (5-HTTLPR), qui affecte le promoteur et donc la transcription du gene du
transporteur de la sérotonine (5-HTT ou SERT) (Lotrich and Pollock 2004). Une étude
complémentaire a attribué & un alléle du 5-HTTLPR une réduction du volume de la matiere
grise observée dans I’amygdale par imagerie fonctionnelle (Pezawas et al. 2005). Une relation
directe entre ce polymorphisme et la survenue de troubles dépressifs n’a cependant pas pu étre
¢tablie. Toutefois, s’il est associé a un événement stressant, ce polymorphisme a été corrélé

avec une prévalence accrue d’apparition de troubles dépressifs (Caspi et al. 2003).
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1.1.2.3. Facteurs environnementaux et épigénétiques

1.1.2.3.1. Evénement stressant : facteur environnemental majeur

Au cours de la vie de I’individu, des événements stressants importants peuvent survenir. Leur
apparition a été corrélée avec celle de troubles dépressifs majeurs dans de nombreuses études
(Kendler et al., 1999). Ces événements correspondent, par exemple, a une agression physique,
une séparation ou la perte d’un proche. Cependant, il a été aussi montré que des événements
positifs tels qu un mariage pouvaient étre des facteurs de stress associés au déclenchement de
la pathologie (Kendler, Karkowski, and Prescott 1999). Thomas Holmes et Richard Rahe
créent en 1967 une échelle de notation des événements de vie stressants pouvant étre associés
a des troubles psychiatriques liés au stress (The Social Readjustment Rating Scale, SRRS)
(Holmes and Rahe 1967). Cette échelle donne une valeur qui correspond a un degré relatif de
stress pour chaque événement de vie. Par exemple, un mariage est noté 50, un changement de
résidence est noté 20 et le décés du conjoint 100. Cependant, dans la pratique, la valeur de
chaque événement est variable en fonction de la sensibilité de I’individu au stress. Cela a été
également montré chez I’animal (Bale 2006; M. V. Schmidt et al. 2010). Ainsi, il existe des
individus plus résistants que d’autres aux éveénements stressants et ceci serait lié a leur

patrimoine génétique (Kendler, Karkowski, and Prescott 1999).

Considérant I’importance du stress dans la survenue des troubles de I’humeur, I’exposition a
divers stress chronique d’animaux de différentes espéces est proposée depuis plusieurs
décennies comme modele expérimental de dépression (Willner and Mitchell 2002; Eberhard
Fuchs 2005). Ces animaux soumis a une succession d’événements stressants, ou « Stressors »,
reproduisent des comportements de type « anxieux » et/ou « dépressifs » qui peuvent étre
comparés a ceux observés chez ’homme. On observe ainsi chez ces animaux des altérations

physiologiques telles que, par exemple, une hyper-cortisolémie également observée chez
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certains patients déprimés (Carroll et al. 2007) (voir paragraphe 1.1.3.3). Ainsi, le stress serait
un facteur déclenchant les troubles dépressifs, mais la vulnérabilité héréditaire de 1’individu

contribuerait aussi a I’expression de cette pathologie.

1.1.2.3.2. Facteurs épigénétiques

La réaction propre d’un individu a un stress dépend de l’interaction entre son patrimoine
génétique et son environnement. En effet, des facteurs environnementaux engendrent un
certain nombre de modifications dites épigénétiques au niveau cellulaire. Deux principaux
phénomeénes cellulaires caractérisant ces modifications épigénétiques ont été récemment mis a
jour : la méthylation de I’ADN sur des cystéines (Booij et al. 2013; Elliott et al. 2010; Essex
et al. 2013; Keller S et al. 2010; Klengel et al. 2014) et les modifications post-traductionnelles
des protéines associées a la structure de la chromatine, les histones par exemple (Tsankova,
Kumar, and Nestler 2004; Tsankova et al. 2006). Ces modifications engendrent des
changements de l’accessibilit¢ a ’ADN par la machinerie de transcription et donc une
modification dans la régulation de 1’expression des génes. De plus, des ARN non codants
(ncRNA) peuvent également influencer 1’expression des génes a différents niveaux, en
modifiant la structure de la chromatine par exemple (Alexander et al. 2010; Pepin, Pothier,

and Barden 1992; Vialou et al. 2013).

Dans un modele de stress social chronique chez la souris, 1’augmentation de la libération de
« corticotropin-releasing hormone » (CRH ou CRF) a été associée a une diminution de la
méthylation de ’ADN au niveau du promoteur du géne Crf qui induirait une meilleure
accessibilité au transcriptdme, et in fine une transcription plus efficace de ce gene (Elliott et
al. 2010). De plus, un traitement a I’imipramine empéche 1’effet inhibiteur du stress chronique
sur la méthylation, et diminue I’expression de I’ARNm du Crf, (Elliott et al. 2010). Une autre
étude chez le rat soumis a un stress psychosocial chronique montre une augmentation de la
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méthylation de ’ADN du gene du BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) dans

I’hippocampe (Roth et al. 2011; Boulle et al. 2012).

L’épigénétique ferait donc partie intégrante de la régulation de la réponse au stress durant la
vie adulte de I’individu. Ainsi, chez des souris mutantes qui sous-expriment le récepteur des
glucocorticoides (GR) (Pepin, Pothier, and Barden 1992) montrant ainsi une réponse
anormale au stress (Froger et al., 2004), une diminution de I’expression cérébrale de la
protéine HDAC-5 (histone deacetylase protein 5) — une protéine impliquée dans la régulation
épigénétique — a été observée (Massart et al., 2012). De plus, chez le rat, ’augmentation des
soins aux nouveau-nés modifie la méthylation de I’ADN au niveau du promoteur du géne des
GR. Cette modification persiste a 1’age adulte et est associée a I’expression de facteurs de
transcription qui se fixent au promoteur du gene des GR (Weaver et al. 2004). Cette étude
suggere que 1’apport de soin au nouveau-né peut influer sur I’expression des récepteurs aux

glucocorticoides (voir paragraphe 1.1.3.2).

Chez I’homme, il est désormais admis une correlation entre 1’exposition a des stress durant
I’enfance ou méme durant le développement et 1’apparition de troubles dépressifs a 1’age
adulte. En effet, une publication récente rapporte qu’un stress durant la petite enfance modifie

la méthylation de I’ADN des cellules épithéliales buccales a 1’adolescence (Essex et al. 2013).

| 1.1.3. Eléments de physiopathologie

« A l'intérieur de I'histoire des IMAO* résident non seulement le secret du traitement de la
dépression mais aussi la clé qui nous permettra de parvenir a sa cause et a sa prévention.
Une porte est en train de s'ouvrir. Elle nous donnera accés aux mécanismes et aux
traitements de la schizophrénie et peut-étre de certaines névroses » dixit Nathan Kline en

1957 (Ayd and Blackwell 1970), *IMAO : inhibiteur des monoamine oxydases.
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1.1.3.1. Implication des systemes monoaminergiques centraux

1.1.3.1.1. Hypothese monoaminergique

Suite a la découverte des premiers antidépresseurs dans les années 1950, la volonté de
comprendre leurs mécanismes d’action a permis de mettre a jour I’implication des
monoamines dans les pathologies de I’humeur (Charney, Menkes, and Heninger 1981). Il a
été montré, dans un premier temps, in vitro chez le rat, que les antidépresseurs tricycliques
étaient capables de bloguer le fonctionnement du transporteur de la noradrénaline (Glowinski
and Axelrod 1964) et de limiter ainsi la recapture de cette monoamine vers le milieu
intracellulaire. De méme, Shopsin et al. ont montré grace a un inhibiteur de la synthese de la
sérotonine, la para-chlorophénylalanine (fenclonine), que I’effet antidépresseur des inhibiteurs
des monoamine oxydases et des molécules tricycliques dépendait de la production de
sérotonine (Shopsin et al. 1975; Shopsin B, Friedman E, and Gershon S 1976). Dans les
années 1980, des études ont porté directement sur les patients déprimés, montrant par
exemple que leurs concentrations urinaires de catécholamines étaient supérieures a celles
observées chez des sujets sains (Maas et al. 1987). De plus, des études portant sur le tissu
cerébral des individus s’étant suicidés ont décrit ’existence de changements a différents
niveaux du systeme monoaminergique : le métabolisme, les récepteurs et les transporteurs des
monoamines. Il a été établi, par exemple, une augmentation de 1’expression de la tyrosine
hydroxylase, I’enzyme limitante de synthése des catécholamines, dans le locus coeruleus (LC)
(Ordway, Smith, and Haycock 1994), ainsi qu’une augmentation des récepteurs a2 de la
noradrénaline (Ordway et al. 1994) et une diminution du transporteur de la sérotonine dans le
cortex ventro-latéral (Arango et al. 1995). De méme, des altérations des seconds messagers

impliqués dans les voies de signalisation des recepteurs liés aux protéines G ont été mises en
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évidence dans certaines regions cérébrales de personnes décédées par suicide, comme dans le

cortex préfrontal (Pacheco et al. 1996).

Par la suite, les études ont surtout porté sur les systemes sérotoninergique et noradrénergique.
Cependant, I’implication du systéme dopaminergique dans les troubles dépressifs a également
été mise en évidence. Un ralentissement de la fréquence de décharge des neurones
dopaminergiques induit par les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS) a
récemment été incriminé pour expliquer leur manque d’efficacité (Dremencov, EI Mansari,
and Blier 2007). En effet, le systeme dopaminergique mésolimbique joue un réle important
dans la motivation et la gratification. 1l est donc mis en avant dans certaines études comme

cible potentielle pour de nouveaux antidépresseurs (Kitaichi et al. 2010; Leggio et al. 2013).
1.1.3.1.2. Hypothése sérotoninergique

Dans les années 1980, la mise sur le marché de nouveaux antidépresseurs appartenant a la
classe des inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS), dont le chef de file est
la fluoxétine (Prozac®), a focalisé les recherches sur le réle de la sérotonine (5-HT) dans la
dépression et a renforcé 1’hypothése sérotoninergique. Auparavant, une étude avait montré
une plus faible concentration d’acide 5-hydroxyindole acétique (5-HIAA), le principal
catabolite de la sérotonine, dans le liquide cérébro-spinal de personnes s’étant suicidées
(Asberg M, Traskman L, and Thorén P 1976), suggérant déja le role prépondérant de ce
neurotransmetteur dans la dépression. Des observations neuroanatomiques et neurochimiques

sont venues étayer cette hypotheése.

Par la suite, plusieurs études ont porté sur le niveau d’expression des recepteurs de la
sérotonine chez les patients déprimés. L’une d’entre elles publiée en 1998 suggere une

augmentation des récepteurs 5-HT1a au niveau des noyaux dorsaux et ventro-latéraux du
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raphe dans des cerveaux extraits de cadavres de personnes atteintes de troubles dépressifs
(Stockmeier et al. 1998). Une étude d’imagerie mesurant les sites de liaison de ces récepteurs
a permis d’observer une diminution chez des patients dépressifs, dans le cortex frontal,

temporal et limbique (Sargent et al. 2000).

Il a été observé par ailleurs dans le cortex préfrontal des cerveaux de patients une
augmentation des hétérorécepteurs post-synaptiques de la sérotonine de type 5-HT1a et 5-
HT2a, ainsi qu’une diminution du transporteur de la sérotonine (5-HTT) spécifiquement dans
les couches II, 111-1V de la zone ventro-latérale (Arango et al. 1995). Cela pourrait étre une
conséquence d’une diminution du tonus sérotoninergique au niveau préfrontal. De plus, les
ARNmM des récepteurs 5-HTig sont retrouvés diminués dans le cortex orbitofrontal et
I’hippocampe de cerveaux de patients atteints de troubles de I’humeur (Anisman et al. 2008).
Plus récemment, une étude génétique chez I’humain a montré qu’une mutation du géne de la
tryptophane hydroxylase-2 (Tph2), I’enzyme responsable de la synthése de la sérotonine,
pouvait favoriser la survenue d’une dépression majeure (Zhang et al. 2005). Les effets de type
« dépressiogene » de cette mutation sur le comportement ont été vérifiés dans un modele de
souris « knock-in » pour 1’allele muté du géne de la tryptophane hydroxylase-2 (Jacobsen et

al. 2012).

L’implication des différents neurotransmetteurs monoaminergiques dans la physiopathologie
de la dépression reste cependant limitée par certaines observations. Non seulement la moitié
environ des patients ne répond pas aux antidépresseurs monoaminergiques de premiere
intention, mais de plus, 65 % montrent une rémission incompléte avec ce type de traitement

et 10 a 20 % n’obtiennent méme aucune rémission (Rush et al. 2006).
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1.1.3.2. Perturbation de I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien

En 1936, Hans Selye, un endocrinologue canadien, a observé la réponse physiologique des
rats a diverses agressions physiques (exposition au froid, Iésion chirurgicale, intoxication a
des drogues diverses...). Il a montré ainsi que certaines réponses apparaissaient quel que soit
le dommage engendré (Selye 1936). Il définit alors par I’ensemble de ces symptomes, le
syndrome d’adaptation général. Depuis, de nombreuses recherches ont porté sur le stress. Le
stress a été défini comme une réponse non spécifique de 1’organisme a un stimulus (Selye
1976). De méme, un événement stressant (« stressor ») est défini comme un facteur capable
de déclencher un stress a tout moment (Selye 1976). Le syndrome d’adaptation général décrit
trois phases lors d’un stress : 1) ’alarme, réponse immédiate qui prépare 1’organisme a une
action rapide; 2) la résistance, adaptation qui permet de compenser les dépenses énergétiques
de I’organisme si I’événement stressant persiste et 3) 1’épuisement lorsque les ressources sont

épuisées obligeant I’organisme a cesser la réponse couteuse en énergie.

Les études réalisées depuis ont beaucoup porté sur 1’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien
(HHS) qui tient un rdle essentiel dans la réponse biologique a un événement stressant.
L’ hypothalamus recoit diverses afférences du systéme nerveux central (SNC) dans son noyau
paraventriculaire (PVN) dont les neurones synthétisent la corticolibérine « corticotropin
releasing hormone » (CRH) et I’arginine/vasopressine (AVP). Ces deux hormones stimulent
la libération d’adrénocorticotropine, ou « adrenocorticotropic hormone » (ACTH), par
I’hypophyse antérieure. L’ACTH stimule ensuite la production de glucocorticoides par le
cortex de la glande surrénale ou corticosurrénale. Parmi les glucocorticoides produits, la
corticostérone, synthétisée chez les rongeurs, est le précurseur direct du cortisol synthétisé
chez les primates. Ces deux hormones agissent de facon similaire sur leurs organes cibles, via

les récepteurs des glucocorticoides (GR) et les récepteurs des minéralocorticoides (MR).
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Alors gue les GR ont une faible affinité, mais une forte sélectivité, pour les glucorticoides, les
MR ont, eux, une forte affinité, mais sont peu sélectifs, et sont sollicités dans des conditions

basales, en I’absence de stress.

Le cortisol est a I’origine de nombreuses actions métaboliques. En particulier, il induit une
hyperglycémie et entraine une lypolyse ainsi qu’une augmentation de la protéolyse.
Une fonction majeure chez un individu sain est le rétrocontréle négatif qu’il exerce sur la
production de CRH et d’AVP au niveau de I’hypothalamus. Cette action implique 1’activation

des récepteurs GR de I’hippocampe et du noyau paraventriculaire de I’hypothalamus (PVN).

Chez les patients dépressifs, il est désormais admis suite a de nombreux travaux que le
systtme de régulation des réponses au stress par I’axe HHS est altéré. En effet, une
hypercotisolémie est réguliérement observee (Carroll et al. 2007; Nemeroff and Vale 2005;
Pariante and Lightman 2008), sans qu’il n’ait été clairement établi si ce phénomene est une
cause ou une conséquence de la dépression. Par ailleurs, dans les années 1980, un déficit de la
fonction de rétrocontréle négatif exercée par les GR a été mise en cause (Carroll et al. 1981;
Florian Holsboer 2001; F Holsboer, Doerr, and Sippell 1982). En effet, chez des sujets sains,
une administration de dexaméthasone, un agoniste sélectif des GR, engendre une baisse de la
cortisolémie, attestant d’un rétrocontrdle négatif exercé a la suite d’une stimulation des GR.
Chez des patients atteints de troubles dépressifs en revanche, cette molécule n’induit pas de
baisse significative de la cortisolémie révélant une altération de la function des RG (Carroll et
al. 1981). L’hypothése qui découle de ces observations est donc qu’un mauvais rétrocontrole
négatif au niveau hypophysaire engendrerait une élévation constante et non transitoire, du
cortisol sanguin lors d’un stress. De plus, une réactivité élevée de I’axe HHS, caractérisée par
une forte augmentation de glucocorticoides circulants face a un stress de contention, a été

associee a un comportement de type « dépressif » (Touma et al. 2008). Le taux de cortisol a
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d’ailleurs été proposé comme un marqueur de ’efficacité d’un traitement antidépresseur
(Horstmann and Binder 2011). Enfin, cette dérégulation de 1’axe HHS conduirait a un
phénomeéne de neurotoxicité liée a 1’hypersécrétion chronique de glucocorticoides. Cela
pourrait expliquer I’atrophie hippocampique observée chez les patients dépressifs et la baisse
de neurogenése observée chez modeles rongeurs et primates non-humains (Duman 2002;

Frodl and O’Keane 2013) (voir paragraphe 1.1.3.3.2).

1.1.3.3. Plasticité cérébrale

De nombreuses études mettent aujourd’hui en évidence une réduction de la plasticité
neuronale dans les troubles dépressifs majeurs (Krishnan and Nestler 2008; Calabrese et al.
2009). La plasticité neuronale consiste en une série de mécanismes fonctionnels et structurels
qui peuvent mener a la réorganisation neuronale, a la formation de nouvelles synapses et a la
naissance de nouveaux neurones. En effet, les troubles psychiatriques sont caractérisés par la
présence d’altérations structurales et neurochimiques du systéme limbique (Duman 2002). De
telles modifications pourraient augmenter la sensibilité aux événements environnementaux
(Calabrese et al. 2009). Plus particuliérement, il a été observé que 1’expression de facteurs
neurotrophiques comme le BDNF, impliqué dans de nombreux phénomeénes dont la
croissance neuritique, la différenciation neuronale et la connectivité synaptique, était
diminuée dans le plasma (et/ou le sérum) de patients atteints de troubles de I’humeur (Karege
et al. 2005; Monteleone et al. 2008; Sen, Duman, and Sanacora 2008). Les traitements
antidépresseurs peuvent compenser ces altérations en modulant les mémes facteurs qui sont
déficitaires dans la dépression comme la neurogénése (Czéh et al. 2001; Lucassen et al. 2001;
Anacker et al. 2011; Jun et al. 2012) ou bien les facteurs neurotrophiques (H. Schmidt and
Duman 2007). Par exemple, de nombreuses études ont montré qu’un traitement chronique aux

antidépresseurs augmente 1’expression du BDNF dans différentes régions cérébrales (Castrén
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and Rantaméki 2010; Sen, Duman, and Sanacora 2008). Les nouvelles stratégies
thérapeutiques ciblent la possibilité d’une réactivation de la plasticit¢é neuronale dans le

cerveau des patients atteints de troubles de I’humeur (Manji et al. 2003; Villanueva 2013).

1.1.3.3.1. Observations neuroanatomiques post-mortem et imagerie

cérébrale

Les observations neuroanatomiques ont révélé que les circuits cortico-striato-pallido-
limbiques présentent des anomalies structurelles et fonctionnelles chez les patients atteints de
troubles dépressifs (Drevets, Price, and Furey 2008). Ces anomalies concernent
principalement 1’amygdale, I’hippocampe, le cortex préfrontal orbital, le striatum ventro-
médian, certains noyaux thalamiques médio-dorsaux et médians et le pallidum ventral et sont
principalement liées & une réduction du volume de ces structures (Drevets, Price, and Furey

2008).

De plus, grace aux techniques d’imagerie actuelles (imagerie par résonnance magnétique,
tomographie par émission de positons), il est possible d’observer 1’activité métabolique des
structures cérébrales impliquées dans la régulation des émotions et dans les troubles
thymiques. Des changements fonctionnels plus complexes ont pu étre ainsi observés, tels
qu’une augmentation du flux sanguin dans les régions limbiques et paralimbiques (Frodl and
O’Keane 2013; Kennedy et al. 2001) et, au contraire, une diminution dans le cortex préfrontal

latéral (Baxter LR et al. 1989; Bench et al. 1992; Biver et al. 1994).

L hippocampe est impliqué dans des fonctions cognitives et de mémoire, mais également
dans le contréle des emotions. De plus, il fait partie intégrante de 1’axe HHS qui régule la
réponse hormonale au stress (voir paragraphe 1.1.3.2.). Le volume de cette région est trouvé

significativement réduit chez les individus dépressifs dans la plupart des études d’imagerie
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par résonnance magnetique (Sheline 2000; MacQueen et al. 2003; Videbech and Ravnkilde
2004; Lorenzetti et al. 2009). Cette réduction n’est, le plus souvent, influencée ni par 1’age, ni
par la gravité de la maladie au moment de 1’imagerie, mais par la chronicité de la pathologie,
a savoir le fait d’étre atteint depuis longtemps ou d’avoir supporté plusieurs épisodes
dépressifs majeurs (quelle qu’en soit la gravité) (MacQueen et al. 2003; McKinnon et al.
2009; Lorenzetti et al. 2009). Ces données récentes suggerent qu’une modification de la
structure de I’hippocampe est une caractéristique critique de la physiopathologie de la

dépression.

Par ailleurs, certains individus décédés par suicide ((Monkul et al. 2006) et patients dépressifs
(Bremner et al. 2002; Lacerda et al. 2004) ont présenté une réduction du volume leur cortex
préfrontal (en particulier la zone orbito-frontale), une structure également impliquée dans un
bon nombre de fonctions sensorielles et cognitives telles que I’intégration de stimuli
sensoriels, le comportement émotionnel, la motivation, la prise de décision, la récompense ou

bien encore 1’aversion (Drevets, Price, and Furey 2008; Rajkowska 2000).

1.1.3.3.2. Altérations cellulaires

Les diminutions de volume des régions précitées peuvent étre mises en relation avec une
réduction de la neurogenese (Elizabeth Gould et al. 2000), une altération de la plasticité
neuronale (Duman 2002) et une neurotoxicité li¢ a I’hyperactivité corticotrope (Goosens and

Sapolsky 2007).

A I’age adulte, la neurogénese (formation de nouveaux neurones matures a partir de cellules
souches neurales) a lieu dans le gyrus denté de I’hippocampe. Les hormones stéroides ainsi
que les expériences aversives ou enrichissantes sont connues pour influencer positivement ou

négativement la neurogénese (Elizabeth Gould et al. 2000). Ainsi chez le rongeur, les
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cestrogenes ont un role stimulant (Elizabeth Gould et al. 2000), alors que la corticostérone a
un role répressif (E. Gould et al. 1992) sur ce phénomene. De plus, une expérience dite
« aversive » (environnement pauvre, isolement) diminue la production de nouveaux neurones
alors qu'une expérience dite « enrichissante » (activité physique, environnement enrichi ou
nouvel apprentissage) favorise la survie de ces nouvelles cellules hippocampiques
(Kempermann, Kuhn, and Gage 1997). Lors d’un stress psychosocial chronique chez une
espéce proche du primate, le toupaye de Belanger, une diminution de la prolifération
cellulaire a été observée dans 1’hippocampe (E Gould et al. 1997). L’ensemble des travaux sur
le sujet suggére qu’un environnement stressant peut, par I’intermédiaire du cortisol ou de la

corticostérone, inhiber la prolifération cellulaire dans le gyrus denteé.

De plus, chez les patients décédés par suicide, une atrophie des neurones hippocampiques de
la région CA3 a été observée (Sapolsky, 2000). Ce phénoméne est également retrouvé dans
des modeles animaux. En effet, une réduction du nombre et/ou de la taille des dendrites a été
observée dans le stress de contention chez le rat (McEwen et al. 1995), le stress social chez le
rongeur (McKittrick et al. 2000) ou le stress psychosocial chronique chez le toupaye de
Belanger (Magarifios et al. 1996). De méme, des altérations structurales au niveau cellulaire
ont été retrouvées dans le cortex orbitofrontal et dans le cortex préfrontal de patients ayant été
diagnostiqués avec des troubles dépressifs majeurs et décédés par suicide (Rajkowska 2000).
En effet, une diminution de la taille du corps cellulaire des neurones est accompagnée par une
diminution du volume général du cortex orbitofrontal de ces individus. De méme, la taille des
corps cellulaires et la densité des neurones les plus larges sont diminuées dans le cortex

préfrontal (Rajkowska 2000).
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1.1.3.4. Hypothése glutamatergique

Le glutamate est le neurotransmetteur majoritaire, présent dans plus de 80 % des neurones.
De ce fait, il a longtemps été considéré comme ubiquitaire et non spécifique. Depuis la
découverte de son implication dans la plasticit¢é neuronale, la mémoire et I’apprentissage
(Malenka and Nicoll 1999), il constitue une nouvelle cible thérapeutique pour les maladies
psychiatriques. De plus, une diminution du glutamate et de la glutamine a été retrouvée dans
le cortex préfrontal dorsomédial et dorsoantérolatéral (Hasler et al. 2007), ainsi que dans
’hippocampe et I’amygdale (Yiksel and Ongiir 2010) chez des sujets atteints de troubles

dépressifs.

Récemment, de nombreuses études ont été réalisées sur un antagoniste des récepteurs N-
méthyl-D-aspartate (NMDA), la kétamine, et ont mis en évidence un rble potentiel du
systeme glutamatergique dans la pathologie et le traitement de la dépression (Mathews,
Henter, and Zarate 2012; Catena-Dell’Osso et al. 2013; Katalinic et al. 2013) (voir

paragraphe 1.1.3.2).

II.2. THERAPEUTIQUE ANTIDEPRESSIVE

Comme précédemment décrit, la découverte des antidépresseurs dits « conventionnels », puis
I’¢lucidation de leurs mécanismes d’action, ont permis de démontrer I’implication des
systétmes monoaminergiques dans la dépression, de facon complémentaire avec les
observations neuroanatomiques. Trois grandes classes constituent les antidépresseurs
classiquement utilisés : il s’agit des inhibiteurs de monoamines oxydases (IMAO), des
tricycliques et enfin des inhibiteurs sélectifs comme les inhibiteurs de la recapture de la
sérotonine (ISRS) ou mixtes comme les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine et

de la noradrénaline (IRSN) (Voir Figure 1.2.).
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| 1.2.1. Classification

| 1.2.1.1. Inhibiteurs des monoamine oxydases

. ey ] £ fets secondaires
Type Molsculz Ciblz principale Action w3 principaux
Phenelzine (NARDIL) MAOC-A and B NE, 5-HT, D& Eroblemes sexuets
+ Interaction alimensire
IMAO  [T=nyicypromine (PARNATE) MAG-A and B NE, 5-HT, DA Agitation. Sexuels
+ Interaction alimentsire
elegiline ( PRYL) 1AC-B 7NE, 75-HT, ) )
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Figure 1.2. : Tableau récapitulatif des différents types d’antidépresseurs

L’histoire des antidépresseurs commence dans les années 1950. En effet, le docteur Nathan
Kline, psychiatre américain, montre chez ses patients ’effet sur ’humeur de ’isoniazide, un

inhibiteur des monoamines oxydases, développé initialement pour le traitement de la
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tuberculose (Bloch et al. 1954; Loomer, Saunders, and Kline 1957). On lui a remis le prix

Albert-Lasker pour ces travaux.

Les monoamines oxydases (MAO) participent au catabolisme des monoamines par
I’oxydation de leur fonction amine en aldéhyde. Elles se situent sur la membrane externe des
mitochondries. L’inhibition de leur fonction par un inhibiteur (IMAQ) induit une diminution

de la dégradation de toutes les monoamines de fagon non spécifique.

Le premier IMAO utilisé contre la dépression fut I’iproniazide, un inhibiteur irréversible.
Les inhibiteurs irréversibles présentent cependant des effets secondaires considérables (Henry

1992) qui conditionnent leur utilisation & un suivi médical trés strict (voir paragraphe 1.2.2.3).

Les premiers IMAO étaient non spécifiques et bloguaient a la fois les MAO de types A et B.
Il a été développé, depuis, des inhibiteurs réversibles et spécifiques de la monoamine oxydase
A, ces molécules étant beaucoup mieux tolérées par les patients. Cependant, aujourd’hui les
IMAO sont tres peu utilisés, comparés aux molécules agissant spécifiquement sur le systeme

sérotoninergique et/ou noradrénergique.

1.2.1.2. Tricycliques

Apres la libération de monoamines dans la synapse, des
transporteurs présynaptiques ont pour fonction d’assurer la O O
recapture de la monoamine dont ils sont spécifiques N

(sérotonine, noradrénaline ou dopamine) et de la recycler a

~
I’intérieur du compartiment présynaptique. L’imipramine, la |
clomipramine, la démexiptiline, la désipramine, la Figure 1.3. : Formule
chimique développée de
amitriptyline sont des antidépresseurs tricycliques (ATC). I’imipramine
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Les ATC possedent trois cycles aromatiques (Figure 1.3.).

Ils agissent sur la recapture des monoamines, principalement de la noradrénaline et de la
sérotonine. Le premier tricyclique, I’imipramine, a été développé dans les années 1950 a
partir de la chlorpromazine, un antihistaminique dont les effets antidépresseurs ont été testés

sur des patients a partir de 1955 par le psychiatre suisse Roland Khun (Kuhn 1958).

| 1.2.1.3. Inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS)

Il a été développé au debut des années 1970, des inhibiteurs sélectifs de la recapture de la
sérotonine (ISRS). Cependant, si ces inhibiteurs sont dits « sélectifs », ils ne le sont, en
réalité, jamais totalement. En effet, ils se fixent avec différentes affinités sur les trois types de
transporteurs de monoamines : SERT (serotonine), NET (noradrénaline), DAT (dopamine).
De plus, ils peuvent également avoir une action sur d’autres récepteurs : la paroxétine, par
exemple, agit également sur les récepteurs muscariniques ce qui lui confére des effets
secondaires supplémentaires tels que la constipation (Marks et al. 2008). Chaque inhibiteur
sélectif agit de facon directe ou indirecte sur les différents systemes, dans les différentes

régions cérébrales (Kitaichi et al. 2010).

Le premier ISRS utilisé comme antidépresseur est la fluoxétine, un dérivé d’antihistaminique
de premiére génération, la diphénhydramine, développée par le laboratoire Eli Lilly and
company. En 1988, I’'US Food and Drug Administration donne 1’autorisation de mise sur le
marché de la fluoxétine (Prozac®). Ce nouveau médicament avait I’avantage par rapport aux
anciens d’une meilleure efficacité, de ne pas étre toxique lors d’une overdose, d’avoir des
effets secondaires plus tolérables et le plus souvent, de ne pas nécessiter de régime particulier,
contrairement aux IMAO (voir paragraphe 1.2.2.3). Depuis, de trés nombreux autres ISRS
ont été développés avec une sélectivité plus grande pour le SERT et encore moins d’effets
secondaires. La sertraline (Zoloft®), la fluvoxamine (Luvox®), la paroxétine (Deroxat®), le
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citalopram (Seropram®) et 1’escitalopram (Seroplex®) font partie de cette classe
thérapeutique. Cependant, leur délai d’action reste toujours aussi important et environ un tiers

des patients ne répond pas du tout a ce type de traitement (voir paragraphe 1.2.2.1).

1.2.1.4. Antidépresseurs atypiques

Les antidépresseurs atypiques sont apparus vers la fin des années 1990. Ils possédent des
propriétés qui associent plusieurs mécanismes d’action connus et gardent pour cible les

systémes monoaminergiques centraux.

Ainsi la venlafaxine (Effexor®), la duloxétine (Cymbalta®), de méme que le milnacipran
(1xel®) sont utilisés comme inhibiteurs mixtes de la recapture de la sérotonine et de la
noradrénaline (IRSN). Certains antidépresseurs n’agissent pas uniquement sur la recapture de
la sérotonine, mais peuvent augmenter leur efficacité en agissant en paralléle sur des
récepteurs sérotoninergiques. Le trazodone (Desyrel®), par exemple, est un inhibiteur de la
recapture sélective de la sérotonine et un antagoniste de récepteurs 5-HT2a et 5-HToc. La
buspirone (Buspar®) est un agoniste des récepteurs 5-HT1a et antagoniste des récepteurs D2
dopaminergiques, utilisé le plus souvent comme anxiolytique, mais avec une activité
antidépressive associée. La vilazodone (ViiBryd®) a également une action directe sur les
récepteurs 5-HT1a. Cette action agoniste augmenterait la vitesse de désensibilisation des
récepteurs 5-HT1a (Page et al. 2002) et ainsi permettrait ainsi de réduire le délai d’action de
’antidépresseur (voir paragraphe 1.2.2.1). La mirtazapine (Norset®) est, elle, une molécule
tétracyclique qui agit comme antagoniste des récepteurs 5-HT2a, 5-HToc et 5-HTs
sérotoninergiques et a2 noradrénergiques, conduisant a une augmentation synaptique des

monoamines.

Il existe eégalement des molécules agissant sur le systeme dopaminergique comme le
bupropion (Zyban®), un inhibiteur mixte de la recapture de la noradrénaline et de la
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dopamine. Il agit également comme antagoniste des récepteurs nicotiniques de I’acétylcholine

tels que 1’a7 et est utilisé pour le sevrage tabagique.

Enfin, I’agomélatine (Valdoxan®) présente un mécanisme d’action particulier puisqu’elle agit
sur le systeme mélatoninergique en stimulant les récepteurs MT; et MT> de la mélatonine, ce
qui lui confére des propriétés sur le sommeil. Cependant, cette action n’est pas sélective dans
la mesure ou I’agomélatine posseéde également une action antagoniste des récepteurs 5-HT2g

et 5-HT2c conduisant & une élévation du tonus dopaminergique.

| 1.2.2. Limites des antidépresseurs conventionnels

| 1.2.2.1. Délai d’action des ISRS

Le délai d’action des antidépresseurs se situe entre 3 semaines pour la désipramine (ATC) et
13 jours pour la paroxétine (ISRS) (Katz et al. 2004). Dans I’hypothése classiquement admise,
ce délai d’action serait li¢ au temps nécessaire a la désensibilisation des autorécepteurs 5-
HT1a. Cette hypothese a été particulierement vérifiée pour les ISRS (P. Blier and Montigny
1983; Chaput, de Montigny, and Blier 1986; Lanfumey et al. 2008). En effet, 1’action
immédiate des ISRS est de bloquer la recapture de la sérotonine en inhibant 1’action de son
transporteur spécifique (SERT). A court terme, cela engendre une augmentation de la
concentration de sérotonine dans le compartiment extracellulaire au niveau des zones de
projection des neurones sérotoninergiques. Mais cette augmentation de sérotonine se produit
également dans la région du raphé ou se situent les corps cellulaires des neurones
sérotoninergiques. A ce niveau, se trouvent les autorécepteurs sommatodendritiques de type
5-HT1a, qui, lorsqu’ils sont stimulés, exercent une action auto-inhibitrice sur P’activité
électrique des neurones sérotoninergiques. La « suractivation » des autorécepteurs 5-HT1a
suite au blocage de SERT a pour conséquence une réduction globale de la transmission

sérotoninergique. Les taux de sérotonine dans les zones de projection des neurones
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sérotoninergiques sont donc inchangés dans les premiers jours d’un traitement par les ISRS.
Ce phénomene serait la cause de I’inefficacité des ISRS au début du traitement (Hamon and

Blier, 2013).

Lors d’un traitement a long terme par un ISRS, une désensibilisation progressive des
autorécepteurs présynaptiques 5-HT1a a été observée suite a leur stimulation prolongée par la
sérotonine. Cela conduit a une levée de leur fonction de rétrocontréle inhibiteur et permet une
augmentation massive de la libération de sérotonine dans les structures cérébrales antérieures,
telles que 1I’hippocampe ou le cortex cérébral (Chaput, de Montigny, and Blier 1986; P. Blier,

de Montigny, and Chaput 1990; Bortolozzi et al. 2012).

La relation entre I’efficacité des antidépresseurs et la désensibilisation des récepteurs 5-HT1a
a été montrée chez la souris. Par exemple, une étude montre un effet antidépresseur de
I’inhibition de 1’expression de ces récepteurs par des ARN interférents (Bortolozzi et al.

2012).

| 1.2.2.2. Efficacité

L’action sur les systémes monoaminergiques des antidépresseurs classiques ne semble pas
suffisante puisqu’il apparait qu’ils ne sont efficaces que chez environ un tiers des patients
dépressifs (Insel and Scolnick 2006; Trivedi et al. 2006). Plus précisément, une étude récente
qui ne prenait en compte que les traitements jugés « adéquats » (avec une dose et une durée
convenables) a montré qu’une proportion comprise entre 29 et 46 % des patients ne répondait
pas completement aux antidépresseurs classiques. Parmi eux, 12 a 15 % ne répondaient que
partiellement alors que 19 a 34 % ne répondaient pas du tout (Fava and Davidson 1996). De
plus, les études de résistance aux traitements antidépresseurs surestiment souvent la survenue
d’une résistance en prenant en compte les cas de patients dont la dose administrée n’était pas
la bonne ou bien ne poursuivant pas le traitement. Cependant, une sous-estimation est
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possible si le patient abandonne son traitement avant la fin de 1’é¢tude pour cause de non-
efficacité. Les causes de ce manque d’efficacité sont loin d’étre ¢lucidées méme si de

nombreuses études portent aujourd’hui sur les mécanismes de résistance aux antidépresseurs

actuels (EI-Hage et al. 2013).

| 1.2.2.3. Effets secondaires

Méme en cas d’efficacité avérée, les antidépresseurs conventionnels présentent de nombreux
effets secondaires qui peuvent conduire les patients a arréter leur traitement. Les effets

secondaires constituent donc un frein a I’efficacité des traitements antidépresseurs.

Les IMAO (surtout irréversibles) sont la classe d’antidépresseurs qui posséde la plus grande
sévérité d’effets secondaires. Ils peuvent provoquer une crise d’hypertension artérielle
lorsqu’ils sont pris en association avec un régime riche en tyramine, monoamine
abondamment présente dans le fromage, la viande ou encore le vin rouge. En effet, I’excés de
tyramine induit une libération anormale de noradrénaline. Cette libération engendre une
vasoconstriction, ainsi qu’une élévation du rythme cardiaque (Blackwell and Mabbitt 1965;

Flockhart 2012).

Les principaux effets secondaires des tricycliques sont dus a un effet antagoniste des
récepteurs muscariniques (secheresse buccale, constipation, confusion mentale, etc.), un effet
antagoniste des récepteurs ap-adrenergiques (hypotension orthostatique, tachycardie
réactionnelle) et enfin, un effet antagoniste des récepteurs histaminiques de type H1 (sédation,
prise de poids). En 1994, on jugeait que 19 % des patients présentaient une discontinuité dans
leur traitement en raison des effets secondaires des antidépresseurs tricycliques (Montgomery

et al. 1994).
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Les principaux effets secondaires des ISRS sont des troubles gastro-intestinaux, mais aussi
des troubles du sommeil et une baisse de la libido qui durent environ un mois, au début du
traitement. Les effets secondaires, moins importants aujourd’hui avec les nouveaux ISRS,
sont néanmoins encore la cause de traitement discontinu pour 14,9 % des patients (Hamon

and Bourgoin 2006).

| 1.2.3. Nouvelles voies thérapeutiques

| 1.2.3.1. Action sur les systémes monoaminergiques

Les ISRS sont les antidépresseurs les plus utilisés aujourd’hui. Ils exercent leur action en
augmentant la disponibilité de la sérotonine synaptique. Cependant des modifications
cellulaires pré et post-synaptiques sont nécessaires a ’efficacité de ceux-ci. Et le délai
d’action des antidépresseurs correspond a la durée permettant d’induire ces modifications (de
Montigny and Aghajanian 1978; Pierre Blier and de Montigny 1999) (voir paragraphe

1.2.2.1).

Ainsi, il a été montré, par exemple que les récepteurs sérotoninergiques 5-HTc avaient une
action inhibitrice sur I’activité neuronale sérotoninergique du noyau dorsal du raphe via
I’activation de neurones GABAergiques (Boothman et al. 2006). L’activité de ces récepteurs
engendre également une inhibition de 1’activité dopaminergique dans le striatum et le noyau
accumbens de rats anesthésiés (Deurwaerdére et al. 2004). Ces phénoménes d’inhibition
neuronale semblent jouer un rdle dans la pathologie et le traitement de la dépression. En effet,
des victimes suicidées ont présenté dans le cortex préfrontal une édition (modification post-
transcriptionnelle) particuliére de I’ARNm du récepteur 5-HT2c par rapport a des personnes
témoins (Niswender et al. 2001). De plus, ’administration d’ISRS induit une réduction de
I’activité des neurones dopaminergiques dans 1’aire tegmentale ventrale de rats anesthésiés via

ces récepteurs (Dremencov, Mansari, and Blier 2009). C’est ainsi que les récepteurs 5-HT2c
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constitueraient une nouvelle cible thérapeutique prometteuse dans la dépression. Il a en effet
été suggeéré recemment que des antagonistes des récepteurs 5-HT2c pourraient étre utilisés, en
combinaison avec les ISRS, chez des patients résistants (Dremencov, Mansari, and Blier
2009). L’agomélatine, par exemple, est un agoniste des récepteurs a la mélatonine MT et
MT; et un antagoniste du récepteur sérotoninergique 5-HT2c (de Bodinat et al. 2010; Racagni
et al. 2011). Elle a donc, en plus de son action sur les rythmes circadiens via la mélatonine,

une action sur le systeme sérotoninergique et dopaminergique via les récepteurs 5-HTac.

Des antagonistes des récepteurs 5-HTz ont également montré un intérét puisqu’ils semblent,
par exemple, potentialiser ’effet d’un ISRS, chez le rat (Bétry et al. 2015). De méme, ils
montrent des effets antidépresseurs sur un modéle de stress chronique modéré (CUMS) chez
la souris (Bhatt et al. 2014). De la méme maniere, des études ont montré un effet
antidépresseur des agonistes des récepteurs 5-HT4 avec une efficacité d’action plus rapide que
les ISRS dans des modéles rongeurs (Vidal et al. 2014) tels que la bulbectomie olfactive
engendrant une hyperactivité ou la diminution d’absorption de sucrose aprés CUMS (Lucas et

al. 2007).

Enfin, les récepteurs 5-HT7 ont également été récemment impliqués dans le traitement de la
dépression (Hedlund 2009; Mnie-Filali et al. 2009). En effet, dés la découverte de ce
récepteur sérotoninergique, il a été évoqué une certaine affinité des antidépresseurs
tricycliques tels que D’amitriptyline ou tétracycliques tels que 1’amoxapine pour celui-ci
(Monsma et al. 1993). Depuis, il est envisagé que les antagonistes des récepteurs 5-HT5
pourraient étre utilisés comme antidépresseurs. lls préviendraient des effets anxiogénique des
ISRS en début de traitement et accéléreraient leur action antidépressive (Mnie-Filali et al.

2011).
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1.2.3.2. Action sur le systéme glutamatergique

La kétamine est utilisée comme anesthésique depuis les années 1960. Cependant, elle a
toujours été également connue pour avoir des effets euphorisants. Trés récemment, la
kétamine a été testée en injection intraveineuse aigué sur des patients résistants aux
antidépresseurs conventionnels (DiazGranados et al. 2010). Elle semble avoir une efficacité
trés rapide puisqu’une diminution des symptdémes est observée dés la deuxieme heure aprés
I’injection (Zarate et al. 2006; Price et al. 2009). En particulier, la kétamine inhiberait les
idées suicidaires. Cela pourrait étre utile pour éviter le passage a 1’acte en début de traitement

avec des antidépresseurs classiques (Rajkumar et al. 2015).

C’est un antagoniste non compétitif du récepteur NMDA. Elle se fixe sur son site allostérique,
inhibant le passage d’ion calcium dans la cellule (Anis et al. 1983). Son mécanisme d’action
n’est pas tout a fait élucidé, cependant il a été montré que la kétamine agit sur la transcription
de nombreuses protéines synaptiques ainsi que sur le nombre d’épines dendritiques dans le
cortex préfrontal de rat via la voie de signalisation mTOR (cible de la rampamycine) (N. Li et
al. 2010). Tout comme les ISRS, la kétamine stimule la production de BDNF, ce qui suggére
que D’effet antidépresseur de la kétamine est associ¢ a son action neurotrophique. Mais,
contrairement aux effets obtenus avec les ISRS, I’effet neurotrophique de la kétamine est
quasi immédiat puisqu’il est obtenu par une injection unique de kétamine (DiazGranados et

al. 2010).

Cependant, les études précliniques et cliniques en cours montrent que la premiére génération
d’antagonistes des récepteurs NMDA, comme la kétamine, ont un effet antidépresseur
facilement réversible, associe a des effets secondaires non negligeables tels que des effets
psychotomimétiques, et un potentiel effet de dépendance (Willetts, Balster, and Leander

1990; Krystal et al. 1994).
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Des antagonistes des récepteurs métabotropiques mGIUR5 (récepteur couplé a une protéine
Gq), le 2-méthyl-6-(phényléthynyl)-pyridine (MPEP) et le 3-[(2-méthyl-4-thiazolyl)éthynyl]-
pyridine (MTEP), ont également montré une certaine efficacité sur des modeles rongeurs de
dépression (Tatarczynska et al. 2001; X. Li et al. 2006; Belozertseva et al. 2007). Leur
efficacité semble étre similaire a celle de la kétamine, mais les effets secondaires sont

moindres (Inta et al. 2012).

| 1.2.3.3. Neuropeptides

La piste thérapeutique des antagonistes des récepteurs de la substance P de type NK1 était trés
prometteuse. En effet, a la fin des années 1990, Kramer et al ont montré chez I’homme que le
MK-869 était aussi efficace sur les troubles dépressifs que la paroxétine (M. S. Kramer et al.
1998). Chez I’animal, cette famille de molécules, comme le L-760735, est connue pour avoir
une action sur différents tests d’anxiété (Varty et al. 2002), mais également pour avoir des
effets comparables aux antidépresseurs classiques (Rupniak 2002). L’antagoniste, NKP608,
montre un effet antidépresseur sur le stress chronique modéré chez le rat (Papp, Vassout, and
Gentsch 2000). De plus, les antagonistes des récepteurs NK1 ont méme montre leur efficacité
dans le modele de stress psychosocial chronique chez le toupaye de Belanger (van der Hart
2002). Toutefois les phases d’essai clinique chez I’Homme n’ont pas abouti. Depuis quelques
années, le travail de recherche dans ce domaine a repris et une certaine efficacité des
nouveaux antagonistes a été montré comme celle du casopitant et de 1’orvepitant (Ratti et al.

2011; Di Fabio et al. 2013).

II.3. IMPLICATIONS DES MICROTUBULES DANS LA DEPRESSION |

Il est désormais admis que le cerveau des patients dépressifs est affecté par des altérations
structurales et fonctionnelles (voir paragraphe 1.1.3.3.1) dans certaines régions cérébrales

impliquées dans la régulation des émotions (voir paragraphe 1.1.3.3.2). Or, la structure
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physique et le fonctionnement synaptique des cellules du systéme nerveux sont dépendants de
leur squelette, appelé cytosquelette. Les microtubules sont une partie primordiale du
cytosquelette des cellules du systéeme nerveux. En effet, ils ont un réle dans la morphologie
des cellules, dans la construction des synapses et dans le transport cellulaire.
Ces modifications structurales et fonctionnelles qui peuvent avoir lieu lors de troubles

dépressifs impliqueraient donc le systéme microtubulaire des cellules nerveuses.

| 1.3.1. Les microtubules, élément dynamique du cytosquelette

| 1.3.1.1. Nature et fonction des microtubules

Les microtubules, dont le diamétre est de 24 nm (Wade 2009), sont présents dans toutes les
cellules eucaryotes. Ils représentent 1’un des trois constituants du squelette de ces cellules
avec les filaments d’actine que 1’on trouve en grande quantité dans les fibres musculaires et
les filaments intermédiaires qui ont entre-autre réle la fixation des organites dans la cellule.
IIs jouent un role clef dans de nombreux processus cellulaires. En effet, en tant que structures
rigides, ils permettent a la cellule de posséder et de garder sa morphologie spécifique ainsi
que de constituer des axes de transport intracellulaires (Dent and Baas 2014). L’un de leurs
roles fondamentaux est la formation du fuseau mitotique lors de la mitose (O’Connell and
Khodjakov 2007; Walczak and Heald 2008). De plus, ils permettent 1’existence d’une polarité

cellulaire en particulier dans les neurones (Hoogenraad and Bradke 2009).
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Les constituants élémentaires des microtubules sont les tubulines a et B. Il existe, dans le
cytoplasme, des hétérodimeres libres composés d’une tubuline o et d’une tubuline .
Ces diméres peuvent s‘assembler linéairement pour former des protofilaments ayant une
extrémité exposant une tubuline a et 1’autre exposant une tubuline 3 (Figure 1.4.). Chaque fois
qu'un dimere s’ajoute au protofilament, la guanosine triphosphate (GTP) associ¢e a la

tubuline B exposée du protofilament est hydrolysée en guanosine diphosphate (GDP)
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Figure 1.4 : Assemblage des microtubules et processus d’instabilité dynamique

Schéma illustrant la dynamique des microtubules. Un dimére de tubulines o. et B peut s ajouter au
microtubule deéja formé, la GTP associ¢e a la tubuline f§ du dimere sera alors hydrolysée en GDP.
La taille du microtubule dépend de 1’équilibre entre un phénomene de croissance « rescue » et un

phénoméne de décroissance rapide « catastrophe ».
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(Kobayashi 1975). Chez les mammiféres, environ 13 protofilaments s’associent latéralement
pour former un tube appelé « microtubule ». Le microtubule posséde une extrémité positive «
+ » exposant les tubulines B et une extrémité négative « - » exposant les tubulines a (Figure
1.4). La polymérisation des microtubules est réalisée en trois phases. La premiére phase est la
nucléation qui a lieu au niveau d’un centre particulier de la cellule, le centrosome. Il se forme
alors un debut de polymére. La seconde phase est 1’¢longation qui consiste en 1’ajout
d’hétérodimeéres aux deux extrémités du microtubule. Cependant, in vivo, I’extrémité (-) se lie
rapidement au centrosome tandis que I’extrémité (+) continue de croitre. Enfin, 1’état
d’équilibre est la troisieme phase de polymérisation. Durant cette phase, la longueur du
microtubule est constante et résulte d’une polymérisation et d’une dépolymérisation

équivalentes dans le temps. C’est ’instabilité dynamique (Figure 1.4.).

En effet, les phases de croissance du microtubule se nomment « rescue ». Durant ces phases,
I’extrémité (+) a une croissance plus rapide que ’extrémité (-). Elle posséde une coiffe de
GTP (non encore hydrolysée) liée aux tubulines B, qui stabilise la structure du microtubule
(Figure 1.4.). En revanche, lorsque cette coiffe est perdue ou trés diminuée, les protofilaments
se détachent et le microtubule se dépolymérise. C’est une décroissance rapide dite

« catastrophe ».

Durant la phase d’équilibre, la concentration d’hétérodiméres libres dans le cytoplasme et la
concentration d’hétérodimeres polymérisé€s sont égales. De maniere générale, les changements
de concentration de tubulines libres vont modifier la polymérisation des microtubules.
Cependant, il existe d’autres facteurs agissant sur la nucléation et la dynamique comme les

protéines associées aux microtubules (MAP).
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1.3.1.2. MAP2, protéine structurale associée aux microtubules

On peut distinguer plusieurs types de MAP. Il existe, par exemple, des MAP spécialisées dans
le transport cellulaire, comme les kyneésines et les dynéines, qui se déplacent le long des
microtubules pour acheminer des organelles ou des vésicules (Roberts et al. 2013; Vale,
Reese, and Sheetz 1985). En revanche, les protéines comme MAP1, MAP2, Tau ou MAP4
sont des MAP structurales. Elles se fixent aux microtubules et modifient leur vitesse de
nucléation et leur stabilité (Dehmelt and Halpain 2005; Halpain and Dehmelt 2006). De plus,
elles peuvent participer également a la configuration du systéme microtubulaire en
déterminant I’espace entre les microtubules, dans la cellule. Par exemple, elles fixent la
distance entre les microtubules dans les dendrites et les axones (Chen et al. 1992; Lewis and

Cowan 1990).

Alors que MAP1 est une famille de protéines particulierement importante dans le
développement du systéme nerveux central (Halpain and Dehmelt 2006), MAP2 et Tau sont
présentes egalement dans le cerveau adulte. MAP4, en revanche, est exprimé dans d’autres
tissus que le systeme nerveux. De plus, si Tau et MAP2 sont de la méme famille, elles sont
plus particulierement exprimées soit dans les axones pour Tau (Hirokawa et al. 1996), soit
dans les dendrites pour MAP2 (Caceres et al. 1984; Hirokawa et al. 1996). Elles servent a ce

titre de marqueurs spécifiques de ces deux régions sub-neuronales.

MAP2 possede deux domaines distincts. Le site de fixation au microtubule, consistant en la
partie C-terminale de la protéine, est un domaine de répétition du motif KXGS, tres conservé
(Lewis, Wang, and Cowan 1988) et susceptible d’étre phosphorylé (Drewes et al. 1995).
D’autre part, le domaine de projection, partie N-terminale, a une taille variée en fonction de
I’isoforme de MAP2 (Kalcheva et al. 1995). En effet, il existe différentes MAP2 (a, b, c, d)

specifiques du tissu biologique et du stade de développement de I’organisme. MAP2 fixee sur
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les microtubules a un rdle stabilisateur puisqu’elle apporte une plus grande rigidité (Felgner et
al. 1997) et une meilleure stabilit¢ (Mandelkow and Mandelkow 1995) de la structure
microtubulaire, in vitro. Ainsi, elle favorise la polymérisation de la tubuline en microtubule

(Itoh and Hotani 2004).

De plus, son action dépend de sa phosphorylation. En effet, il existe de nombreux sites de
phosphorylation de MAP2 (Sanchez, Diaz-Nido, and Avila 2000). Et il a été montré qu’une
phosphorylation de son domaine de fixation aux microtubules provoque une baisse de son
action positive sur la polymérisation (Hoshi et al. 1988). De plus, la phosphorylation de
MAP?2 est associée a une diminution de la polymérisation et une plus grande dynamique des

microtubules (Yamamoto et al. 1983; Hoshi et al. 1988; Illenberger et al. 1996).

1.3.1.3. Modifications post-traductionnelles de la tubuline o,

Il existe différentes modifications post-traductionnelles des tubulines a et B: la
polyglutamylation (Eddé et al. 1990), la polyglycylation (Redeker et al. 1994), la
phosphorylation (Eipper 1972), la palmitoylation (Caron 1997), la détyrosination, la

tyrosination (Barra et al. 1974) et I’acétylation (L’Hernault and Rosenbaum 1983).

Le cycle de détyrosination/tyrosination ainsi que 1’acétylation sur la lysine 40 de la tubuline a
sont associés a la dynamique des microtubules et peuvent servir de marqueur car il a été mis

au point, pour chacune de ces modifications, des anticorps spécifiques.
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La tyrosine est le dernier acide aminé de I’extrémité C-terminale de la tubuline o aprés sa
traduction : on parle alors de tubuline a tyrosinée (Tyr-Tub). Cette tyrosine terminale peut
étre clivée grace a I’action d’une carboxypeptidase et I’acide aminé terminal de la protéine est

alors un acide glutamique : on parle de tubuline o détyrosinée (Glu-Tub) (Figure 1.5.).

Acet-Tub Tyr/Glu-Tub
Lys 40 Séquence de la tubuline a C-term
e [ — |
Acétylation Gly-Glu-Glu-Tyr
o TAT1 f TTL
(Al\'ella et lll-, 2010) Gly-Glll'Glll

(Shidaet al., 2010)
(Barraet al., 2010)
(Raybinet al., 2010)

Figure 1.5 : Schéma de la séquence de la tubuline a et les modifications post-

traductionnelles étudiées

Acétylation sur la lysine en position 40 grdce a l’enzyme aTATL et cycle de tyrosination/
détyrosination en postition C-terminale grace a, respectivement, la TTL et une enzyme

inconnue

La carboxypeptidase responsable de cette modification « post-traducductionnelle » n’est a ce
jour pas identifiee, méme si il est connu qu’elle agit préférentiellement sur des microtubules
polymérisés. A contrario, ’enzyme qui permet de lier une nouvelle tyrosine a la tubuline
détyrosinée est, elle, identifiée : il s’agit de la tubuline-tyrosine-ligase (TTL). Elle n’est
capable d’agir que sur des tubulines libres non polymérisées. Ainsi, ce phénomeéne constitue

un cycle de détyrosination/tyrosination de la tubuline o (voir Figure 1.5.).
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La tubuline a peut également étre acétylée sur la lysine située en 40éme position. Cette autre
modification post-traductionnelle s’effectue grace a ’acétyltransferase MEC17 récemment

découverte et renommée a-tubulin N-acetyltransferase 1 (¢TAT1) (Akella et al. 2010; Shida

et al. 2010; Davenport et al. 2014). La déacétylation peut également avoir lieu et les deux
enzymes mises en cause jusqu’a présent, HDAC6 (Matsuyama et al. 2002; Hubbert et al.
2002) et SIRT2 (North et al. 2003) sont des homologues d’histones déacétyltransferases
(HDAC). Contrairement aux modifications de la partie C-terminale de la tubuline a qui
apparaissent a la surface du microtubule, I’acétylation de la lysine 40 s’effectue dans la

lumiére du microtubule.

| 1.3.2. Modifications post-traductionnelles et dynamique des microtubules

Immédiatement apres la traduction, la tubuline o possede une tyrosine a son extrémité C-
terminale et n’est pas acétylée. Les modifications post-traductionnelles de types dé-
tyrosination ou acetylation surviennent sur des microtubules déja formes et sont donc liées a «

I’age » du microtubule dans la cellule.

En effet, aTATI, étant donné sa faible vitesse d’action, n’agit que sur des microtubules d’un
certain age et donc, stables (Szyk et al. 2014). De plus, HDACS6, responsable de la dé-
acétylation de la tubuline, joue un réle dans la dynamique des microtubules in vitro

(Matsuyama et al. 2002).

Enfin, il a été montré que les microtubules possédant des tubulines o détyrosinées ou acétylés
avaient un turnover plus lent (Webster et al. 1987; Webster and Borisy 1989) et étaient plus
résistants a différents agents dépolymérisants comme le nocodazole (Khawaja, Gundersen,
and Bulinski 1988). Cependant, ce lien entre modifications post-traductionnelles et stabilité
microtubulaire ne semble pas étre direct (Khawaja, Gundersen, and Bulinski 1988). Il est lié¢ a
la régulation par les modifications post-traductionnelles de facteurs de dynamique
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microtubulaire comme la kinase MCAK pour « centromere-associated Kinesin », par
exemple. En effet, cette kinase, in vitro, dépolymerise préférentiellement les microtubules
composés de tubulines tyrosinées (Peris et al. 2009). De méme, des protéines associees aux
microtubules interagissent avec 1’extrémité « + » et jouent ainsi un réle dans la régulation de
la stabilit¢ microtubulaire. Ces protéines telles que les CAP-Gly pour « cytoskeleton-
associated protein glycine-rich) se fixent préférentiellement aux polymeéres riches en tubulines

a tyrosinées plutot que détyrosinées (Peris et al. 2006).

| 1.3.3. Microtubules dans le systeme nerveux central

Les microtubules constituent des faisceaux paralléles dans les axones et les dendrites. Dans
les axones, ils sont généralement tous orientés dans le méme sens : I’extrémité (+) orientée
vers I’extrémité de I’axone et I’extrémité (-) orientée vers le soma. Cela n’est pas le cas dans

les dendrites ou ils peuvent étre orientés dans les deux sens (Hoogenraad and Bradke 2009).

De plus, il a été observé dans des axones de neurones sympathiques en culture, deux types
différents de polymeres de microtubules. Il a été observé qu’une partie (48 %) des polymeres
issus des microtubules axonaux était sensible au nocodazole avec un temps de demi-vie (ti2)
de 5 min, tandis que I’autre partie était plus résistante avec un ty2 de 240 min. La premiére
partie, labile, se trouvait du coté de I’extrémité (+) sur les mémes microtubules que la seconde
partie, plus stable, du coté de I’extrémité (-). Alors que la partie labile était riche en tubulines
o tyrosinées, la partie stable était plus riche en tubulines o détyrosinées et acétylées.
La séparation entre ces deux parties était abrupte et semblait révéler deux étapes distinctes
dans la formation du microtubule (Baas and Black 1990; A. Brown et al. 1993). Enfin, le
turnover de tubulines était plus important dans la partie des microtubules la plus riche en
tubulines a tyrosinées, ce qui confirme 1’idée qu’il existe une plus grande dynamique chez ces

polyméres (Y. Li and Black 1996). Beaucoup d’études concernant la dynamique
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microtubulaire ont porté sur 1’axone. Il a été montré que les microtubules et plus
particulierement leur dynamique (révélée par la présence d’une grande proportion de
tubulines a tyrosinées) était nécessaire a la croissance de 1’axone (Rochlin, Wickline, and
Bridgman 1996). De plus, il a été montré que la proportion de tubulines a tyrosinées dans
I’axone était plus importante au niveau du céne de croissance et au niveau proximal. Cela
signifie qu’une plus grande dynamique a lieu a ces deux niveaux de 1’axone (A. Brown,

Slaughter, and Black 1992).

| 1.3.4. Implication de la dynamique microtubulaire dans la physiopathologie de la depression

Récemment, une baisse de I’expression du géne d’une protéine associée aux microtubules, la
MAPIA a été observée dans I’hippocampe de patients dépressifs s’étant suicidés. Cette
altération était accompagneée par une baisse des ARNm de récepteurs glutamatergiques et de
protéines synaptiques (Duric et al. 2013) suggérant un lien entre les altérations
microtubulaires et des altérations synaptiques. De plus, chez la souris, la délétion génétique de
la MAP appelée STOP (Stable Tubule Only Polypeptide) ou MAP6 montre un comportement
de type dépressif (« depression-like »), accompagné d’une altération des tonus
sérotoninergique et noradrénergique (Fournet, Schweitzer, et al. 2012). Chez I’Homme, ce
gene a été impliqué également dans des troubles psychiatriqgues comme la schizophrénie
(Shimizu et al. 2006). De plus, un traitement avec 1’épothilone D, une molécule stabilisant le
systeme microtubulaire en se fixant sur la partie N-terminale de la tubuline B, permet de
récupérer le déficit de mémoire a court-terme observé chez ces souris mutantes, suggérant une
implication du systéeme microtubulaire non pas seulement dans I’étiologie de la pathologie,

mais aussi dans son traitement (Fournet, de Lavilléon, et al. 2012).

De plus, il a été montré des variations de la dynamique microtubulaire dans des modeles

animaux de troubles dépressifs. Tout d’abord, dans un modéle d’isolement social de quatre
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semaines, apres le sevrage, chez le rat, une diminution du ratio de tubulines a tyrosinées sur
les tubulines a détyrosinée (ratio : Tyr/Glu-Tub) a été mise en évidence dans 1’hippocampe,
suggerant une baisse de la dynamique microtubulaire dans cette région. Cette altération était
accompagnée d’une diminution de I’expression de MAP2 observée par Western blot (M.
Bianchi et al. 2006) signifiant un éventuel lien entre augmentation de la stabilisation des
microtubules et diminution de I’expression de MAP2 et évoquant une potentielle réponse
adaptatrice de la cellule. De méme, une autre étude portant sur un isolement social opérée sur
une plus longue période (huit semaines) montre également une diminution du ratio Tyr/Glu-
Tub mais aussi une diminution de la tubuline o acétylée dans 1’hippocampe (Massimiliano
Bianchi, Shah, et al. 2009). De plus, dans un modéle de stress chronique modéré imprédictible
chez le rat, il a été observé, également diminution du ratio Tyr/Glu-Tub et augmentation de la
tubuline o acétylée accompagnées par une diminution de la phosphorylation de la MAP2
(Yang et al. 2009). Ces résultats évoquant une réponse au stress a plus long terme implicant
non seulement le cycle de tyrosination/détyrosination, mais aussi 1’acétylation de la tubuline

a.

Enfin, il a été montré qu’un traitement chronique a la fluoxétine sur des rats naifs diminue la
proportion de tubulines o acétylées dans 1’hippocampe, ce qui fut interprété comme une
augmentation de la proportion de microtubules plus dynamiques (Massimiliano Bianchi,
Shah, et al. 2009). En revanche, dans le modéle d’isolement social, le traitement chronique a
la fluoxétine ne fait pas varier la tubuline o acétylée, mais augmente le ratio Tyr/Glu-Tub
(Massimiliano Bianchi, Fone, et al. 2009). Cela suggere que le traitement avec un ISRS agit
sur la dynamique des microtutubules dans I’hippocampe différemment si les rats sont naifs ou
s’ils sont chroniquement stressés. Cependant, un traitement chronique par un antidépresseur

semble toujours aller dans le sens d’une augmentation de la dynamique microtubulaire.
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II.4. MODELES ANIMAUX DE DEPRESSION

| 1.4.1. Modéles animaux des troubles dépressifs

Les événements stressants survenant au cours de la vie (voir paragraphe 1.1.2.3.1) ainsi que
I’hérédité (paragraphe 1.1.2.2) sont les principaux facteurs associés a la survenue des troubles
dépressifs chez I’Homme (Kendler, Karkowski, and Prescott 1999). Ainsi, les modeles
animaux les plus utilisés sont ceux qui consistent en une exposition chronique des animaux a
un stress. Les especes animales les plus courantes en laboratoire sont des rongeurs. Ces
especes réagissent fortement a la contention, a 1’isolement social ou au stress psychosocial. Il
est possible de varier chaque jour le type de stress auquel I’animal sera soumis, c’est le
principe du « chronic unpredictible mild stress » ou CUMS (pour revue,(O’Neil and Moore
2003). Cependant, un des modeles les plus pertinents est le stress psychosocial chronique
(Blanchard et al. 1993). En effet, plusieurs études ont montré que ce type d’éléments

stressants étaient trés présents dans la vie des patients (Blanchard et al. 1993).

De plus, la manipulation d’un géne peut rendre un animal plus ou moins sensible aux
événements de son environnement. Il est donc possible de créer des modéles mécanistiques
(Touma et al. 2008). Dans ces modeles axés sur une modification génétique, on peut
intervenir sur 1’axe HHS in vivo, par exemple, en faisant en sorte que des souris sous-

expriment le géne des récepteurs GR (Massart, Mongeau, and Lanfumey 2012).

Enfin, la sensibilité innée au stress est un facteur important interférant sur le déclenchement
de la maladie chez ’Homme (Bale 2006). Il existe des modéles animaux dits « spontanés »
montrant un phénotype de type anxiodépressif de maniére héréditaire tels que la lignée de rat
FSL pour « Flinders Sensitive Line ». Ces animaux auraient la sensibilité innée au stress plus
importante, les rendant plus sensibles aux tests qui mettent en évidence un comportement de

type « dépressif » ou de type « anxieux ».
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| 1.4.2. Stress psychosocial chronique chez le toupaye de Belanger

| 1.4.2.1. Toupaye de Belanger

Le toupaye est phylogénétiqguement plus proche de I’Homme
que le rongeur. Cependant, le premier écrit évoquant
I’existence de cet animal datant de 1780 le situe plus proche de

I’écureuil que des primates. Cet amalgame a persisté

longtemps. Pourtant, en 1924, Le Gros Clark note le rapprochement entre les toupayes et les
primates. Ses conclusions étaient alors basées sur 1’anatomie cérébrale de 1’animal. Mais ce
n’est que trés récemment que le toupaye a cessé d’étre considéré comme un rongeur ct a été
classé dans son propre ordre, les Scadentia, se situant avec les primates et les dermopteres

dans le clade des euarchontes (Tuttle 1991; Novacek 1992; Kriegs et al. 2007).

Les différentes espéces de toupayes vivent dans les foréts de Malaisie et d’Asie du Sud-Est.
Le toupaye de Belanger (Tupaia belangeri) est un petit mammifére omnivore qui pese entre
50 et 300 g, vit dans les arbres mais niche au sol. Le male est territorial (un hectare de forét)
et n’accepte qu’une femelle ainsi que sa progéniture en bas dge (Kawamichi and Kawamichi
1979). De plus, il marque son territoire avec son urine, les sécrétions de diverses glandes et sa
salive (Eberhard Fuchs and Corbach-Séhle 2010). De fagon intéressante, ce comportement se

retrouve en laboratoire.

Les rythmes circadiens notamment celui de la température corporelle de ce mammifére ont été
récemment observés par télémétrie (Coolen et al. 2012). Les variations de température
corporelle atteignent 3 a 4 °C entre la valeur la plus haute (le jour) et la valeur la plus basse
(la nuit). Le toupaye de Belanger est un animal diurne qui posséde des cycles de sommeil
similaires a ceux de I’ Homme. D’ailleurs, lors d’une privation de sommeil chez le toupaye, il

a été montré une réponse similaire a celle observée chez I’Homme, a savoir qu’une plus
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grande quantité de sommeil et, en particulier, de sommeil NREM succede a la privation

(Coolen et al. 2012).

De plus, tout comme les primates, le toupaye produit du cortisol, en quantité mesurable dans
le sang, dans la salive et dans 1’urine et dont la concentration augmente de facon significative
lors d’un stress (F. Ohl, Kirschbaum, and Fuchs 1999; Frauke Ohl and Fuchs 1999). Il a
méme été mesuré chez ces animaux une diminution du volume hippocampique lors
d’administration chronique de cortisol (F. Ohl, Kirschbaum, and Fuchs 1999; Frauke Ohl and

Fuchs 1999).

| 1.4.2.2. Le stress psychosocial chronique chez le toupaye - un modéle de dépression

Le toupaye de Belanger est utilisé en laboratoire depuis les années 1980 pour son
comportement territorial et pour les effets des relations dominant/subordonné sur sa
physiologie. Cependant, c’est plus récemment qu’un protocole de stress psychosocial
chronique a été établi et validé pour modéliser les troubles dépressifs (Eberhard Fuchs and

Flugge 2002; Kampen et al. 2002; Eberhard Fuchs 2005).

L’exposition a un stress psychosocial chez certains animaux comme le toupaye de Belanger
constitue une modélisation d’un stress social chez I'Homme, facteur avéré pour le
déclenchement de troubles dépressifs (Kendler, Karkowski, and Prescott 1999). Ainsi, le
stress psychosocial chronique chez le toupaye de Belanger consiste a mettre en contact deux
males durant quatre semaines ou plus (voir Paragraphe 11.4.1 pour les détails
méthodologiques ; Fuchs, 2005). Une relation dominant/subordonné s’instaure trés
rapidement et perdure de fagon stable. Les animaux subordonnés perdent du poids et subissent
une réduction drastique de leur activité locomotrice (Kampen et al. 2002). De plus, ils
développent un comportement d’évitement du congénére dominant ainsi qu’une anhédonie
(Wang et al. 2013). Leur rythme circadien et leur sommeil sont également perturbes

61



(Eberhard Fuchs 2005; Kampen et al. 2002). De plus, il est observé une diminution de
I’activité gonadique (Fischer, Heinzeller, and Raab 1985; M. Kramer, Hiemke, and Fuchs
1999) et une hyperthermie (Kohlhause et al. 2011). Ces animaux montrent egalement une
augmentation de I’activité du systéeme sympathique (E Fuchs, Johren, and Flligge 1993) et de
I’activité de ’axe HHS (Kozicz et al. 2008; F. Ohl, Kirschbaum, and Fuchs 1999) ainsi
qu’une diminution des ARNm des récepteurs GR dans 1’hippocampe (J6hren, Fliigge, and
Fuchs 1994; Meyer et al. 2001) montrant une sensibilité particuliere de 1’hippocampe a la

chronicité du stress.

De fagon trés intéressante, 1’exposition au stress psychosocial induit des modifications
structurales dans I’hippocampe, telles qu'une diminution du volume général de 1’hippocampe
(Czéh et al. 2001; F Ohl et al. 2000), une atrophie des épines dendritiques des neurones
pyramidaux de I’aire CA3 (Magarifios et al. 1996) ainsi qu’une diminution de la plasticité
astrogliale (Czéh et al. 2005) et synaptiqgue (E Fuchs et al. 2002). Ces anomalies
neuroanatomiques miment ainsi les anomalies observées chez les patients dépressifs, (voir

paragraphe 1.1.3.3.2), ce qui rend ce modeéle particulierement pertinent.

De plus, de nombreux antidépresseurs ont déja été testés sur ce modele. Le premier
antidépresseur testé fut un ATC, la clomipramine (Eberhard Fuchs et al. 1996). Les animaux
traités ont montré une restitution de leur activité locomotrice et une diminution du
comportement d’évitement. Son efficacité a été récemment confirmée par une autre équipe
(Wang et al. 2013) puisque la clomipramine est également capable d’anihiler 1’anhédonie
(appétance au sucrose) observée dans ce modele. Cependant la clomipramine augmente la
perte de poids observée et ne prévient pas systématiquement 1’augmentation du taux de
cortisol urinaire induite par le stress (Eberhard Fuchs et al. 1996). Par la suite, I’utilisation de

la tianeptine a produit d’autres résultats. Cette molécule a en effet permis une récupération de
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la prolifération cellulaire dans le gyrus denté ainsi que de la diminution du volume de

I’hippocampe (E Fuchs et al. 2002).

La fluoxetine administrée au long cours chez les toupayes exposés au stress psychosocial a
également induit des effets positifs en récupérant le volume de I’hippocampe, ou encore la
perte de cellules astrogliales. Cependant, elle ne permet pas de retrouver le volume basal des
glandes adrénales qui est augmenté par le stress chronique, ni de récupérer le taux
plasmatique basal de testostérone ou le poids des testicules qui sont diminués (Czéh et al.
2005). Comme la fluoxétine, 1’agomelatine montre, dans ce modéle, un effet récupérateur sur
le taux plasmatique de cortisol et de noradrénaline (Schmelting et al. 2014a). De plus, elle

permet une réduction de 1I’hyperthermie nocturne induite par le stress.

En conclusion, ce modele est 1’un des plus pertinents modéles mimant les troubles dépressifs
de par sa validité de construction, d’apparence et de prédiction. En effet, il est construit grace
a des facteurs de stress connus pour déclencher la maladie chez I’'Homme (validité de
construction). De plus, on observe des phénoménes similaires a ceux qui sont observés chez
I’Homme (validité d’apparence). Enfin, les antidépresseurs agissent sur ce modele (validité de
prédiction). Il est utilisé pour mieux comprendre les phénoménes neurobiologiques et
physiologiques impliqués dans les troubles dépressifs ainsi que pour valider des molécules
innovantes ayant une potentielle efficacité antidépressive (van der Hart et al. 2005; Michael-

Titus et al. 2008).

| 1.4.3. Lignée de rats Wistar Kyoto

La souche de rats Wistar Kyoto (WKY) est issue d’une sélection a partir de rats Wistar. Elle
affiche plusieurs comportements proches des symptdmes retrouvés chez les dépressifs tels
qu’une activité locomotrice réduite, une immobilité augmentée dans le test de nage forcée (W.

P. Paré 1989), un comportement passif face au danger rapidement acquis (William P. Paré
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1993). De plus, cette souche de rats montre un taux d’hormone adrénocorticotrope (ACTH)
plasmatique particulierement élevé suite a un stress (W. P. Paré and Redei 1993). Ces rats

sont donc considérés comme animaux ayant une réponse exagérée au stress.

Cette lignée eétait utilisée, a 1’origine, comme une souche contréle de rats normotendus par
rapport aux rats hypertendus de souche SHR (Spontaneously hypertensive rats). Par la suite, il
fut observé la présence plus importante d’ulcére 1i¢ au stress chez ces animaux par rapport aux
rats SHR (W. P. Paré 1989). Il a été tres rapidement observé un comportement hyper-anxieux
des rats WKY dans le test de 1’« open-field » et une déficience dans le comportement de fuite
lors d’un test d’impuissance apprise (William P. Paré 1993). En effet, le comportement de «
freezing » dans la boite de Skinner et les faibles déplacements dans « /’open-field » suggerent
des comportements anxicux. Enfin, I’immobilité accrue lors du test de nage forcée fait des
rats WKY un mode¢le approprié¢ pour les troubles dépressifs, lorsqu’ils sont comparés aux
autres lignées de rats. Sur ce modeéle, la désipramine réduit I’immobilité lors du test de nage
forcée (Tejani-Butt, Kluczynski, and Paré 2003). En revanche, il apparait que cette lignée est
résistante aux ISRS tels que la fluoxétine (Griebel et al. 1999). Ce modele est donc un modele

de résistance a certains antidépresseurs classiquement utilises.

| 1.5. NEUROSTEROIDES : DEFINITION ET MODE D’ACTION

| 1.5.1. Neurostéroides

Selye, au début des années 1940, établit un lien fonctionnel entre hormones stéroides et
systeme nerveux central. En effet, il constate 1’effet presque immédiat d’une injection intra-
péritonéale de progestérone sur le systéme nerveux central de rats. Plus particulierement, il
observe un effet relativement rapide anesthésique et anticonvulsant du stéroide (Selye 1941).
Or, cela va a I’encontre du mode d’action génomique des stéroides qui demande beaucoup

plus de temps. Il suggére alors que ce phénomeéne pourrait avoir un role, par exemple, dans les
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problemes de somnolence lors de la grossesse chez la femme enceinte, dans les tensions
prémenstruelles et dans d’autres conditions cliniques ou la production d’hormones stéroides

est augmentée (Selye 1956).

Puis, ¢’est dans les années 1980 que le professeur Etienne Emile Baulieu définit le concept de

neurostéroides. « Les neurostéroides sont synthétisés dans le systéme nerveux central et
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périphérique, particulierement dans les cellules gliales myélinisantes, a partir du cholestérol
ou de précurseurs stéroidiens importés d’une source périphérique. lls incluent les composés
3 béta-hydroxy-delta 5, comme la prégnenolone (PREG) et la déhydroépiandrostérone
(DHEA), leur sulfates et leur métabolites réduits comme le tétrahydrodérivé de
progestérone : 3 alpha-hydroxy-5 alpha-prégnane-20-one (3 alpha,5 alpha-THPROG). Ces
molécules peuvent agir comme modulateur allostérique des récepteurs aux

neurotransmetteurs comme le GABA ou le NMDA, et les récepteurs sigma. » (Baulieu 1997).

De plus, en 1991 Purdy découvre qu’un stress aigu provoque, chez le rat surrénalectomise,
une augmentation de la concentration plasmatique et cérébrale de deux métabolites de la
progestérone : 1’alloprégnanolone (3a,5a-THP) et 1’allotétranydroDOC (3a,5a-THDOC), qui

sont susceptibles d’activer les récepteurs du GABA (Purdy et al. 1991).

| 1.5.2. Neurostéroides et troubles dépressifs

Les neurostéroides, de par leur action neuromodulatrice centrale et/ou pépriphérique, sont
connus depuis longtemps pour avoir un role dans les troubles de I’humeur. Il a été montré, en
particulier, leur implication dans les troubles de I’humeur postpartum chez la femme (Schiller,
Schmidt, and Rubinow 2014) et leur action sur les récepteurs GABA a été mise en cause

(Amin et al. 2006).

La concentration d’alloprégnanolone, dérivé de progestérone, dans le plasma et le fluide
cérébrospinal de patients déprimés est plus faible que chez des individus témoins (Romeo et
al. 1998; Veska Uzunova, Sampson, and Uzunov 2006). De plus, des études ont montré une
relation inverse entre ces concentrations d’alloprégnanolone et la sévérité du trouble dépressif
(V. Uzunova et al. 1998) ainsi qu’une relation directe entre ’efficacité du traitement et la
concentration d’alloprégnanolone (Romeo et al. 1998; V. Uzunova et al. 1998; Strohle et al.

1999; Strohle et al. 2000).
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De plus, il a été montré un effet antidépresseur de I’alloprégnanolone dans des modeles
animaux (Khisti and Chopde 2000). En effet, I’administration de neurostéroides a montré des
effets notables sur le comportement de type anxieux et « dépressif » de rongeurs.
L’administration de progestérone (1.0 mg, s.c.) entraine une diminution du temps
d’immobilité et une augmentation de la latence avant immobilité dans le test de nage forcée
chez la souris sauvage (Frye et al. 2004). Cet effet serait dépendant de la métabolisation de la
progestérone. En effet, chez des souris knock-out pour la 5a-réductase, la progestérone n’a pas

d’effet (Frye et al. 2004).

Chez I’'Homme une certaine efficacité d’un traitement avec de la prégnénolone a été montrée
chez des patients atteints de schizophrénie (C. E. Marx et al. 2011; M. S. Ritsner 2011). En
effet, le traitement a base de prégnénolone (50 mg par jour) permet de réduire les symptomes
positifs de la maladie (Christine E. Marx et al. 2009; Michael S. Ritsner, Bawakny, and
Kreinin 2014). Enfin, trés récemment, la prégnénolone a été testée sur la phase dépressive de
patients atteints de troubles bipolaires dans une étude de type « add-on », au cours de laquelle
les patients conservent leur traitement en cours (E. S. Brown et al. 2014). Non seulement la
prégnenolone a été bien tolérée, mais elle a montré une meilleure efficacité antidépressive que
le placebo. Ces résultats suggérent que la prégnénolone et ces dérivés possedent une réelle

efficacité antidepressive.

[ 15.3. Le MAP4343

Le 3B-méthoxyprégnénolone (MAP4343) développé par la société Mapreg SAS est un dérivé
synthétique non métabolisable de la prégnénolone (Figure 1.7.). En effet, il a été montré que
la [*H]pregnénolone a la capacité de se lier a la protéine associée aux microtubules de type 2,
MAP2 (Murakami et al. 2000) et que le MAP4343 permettait un déplacement total de cette

liaison (données non-publiées, voir Thése de doctorat de (Fontaine-Lenoir and Baulieu 2006).
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OH

Prégnenolone 3-méthoxy-prégnenolone

Figure 1.7 : Structure chimique de la prégnénolone et de son dérivé, le MAP4343

Par la suite, un site de fixation de la prégnénolone sur MAP2C a été identifié en partie N-
terminale (Fontaine-Lenoir et al. 2006; Mizota and Ueda 2008). In vitro, il a été montré que le
MAP4343 a un effet sur la polymérisation des microtubules isolés de rats, ce qui renforce
I’idée d’une action directe sur le systéme microtubulaire. De plus, il agit sur la croissance
neuritique de la lignée cellulaire PC12 (aprés traitement au facteur de croissance, NGF, ou «
nerve growth factor ») de facon MAP2-dépendante (Fontaine-Lenoir et al. 2006). Enfin, le
MAP4343 a un effet protecteur sur la rétraction neuritique induite par le nocodazole sur les
cellules PC12 en culture (Fontaine-Lenoir et al. 2006). En effet, le nocodazole dépolymeérise
les microtubules via sa liaison a la tubuline B. Cet effet protecteur du MAP4343 implique sa
liaison 8 MAP2 puisque la diminution de I’expression de MAP2 induite par 1’introduction

d’ARN interférents inhibe I’effet protecteur du MAP4343.

La fixation du MAP4343 sur les récepteurs de divers neurotransmetteurs et en particulier sur
les récepteurs monoaminergiques ou GABAergiques a bien évidemment été testée et s’est

révélée non significative (données non publiées).

Le MAP4343 a montré chez I’animal, une efficacité de type antidépressive similaire a la

fluoxétine, voire meilleure (M. Bianchi and Baulieu 2012). L hypothése était que 1’action du
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MAP4343 sur les microtubules de certaines régions cerébrales impliquées dans la pathologie
de la dépression comme 1’hippocampe, pourrait avoir une répercussion bénéfique sur la
physiologie et le comportement des animaux. Tout d’abord, il a été observé aprés une
injection aigué chez le rat Sprague Dawley, une augmentation de la dynamique microtubulaire
dans I’hippocampe et une diminution de I’immobilité dans le test de nage forcée,
contrairement & la fluoxétine. Ensuite, dans un modele animal de dépression, 1’isolement
social apres le sevrage chez le rat, I’injection de MAP4343 montre une efficacité dans le test
de nage forcée (diminution de 1I’immobilité) plus rapide que la fluoxétine. Par ailleurs, dans
I’hippocampe, il semblerait que la molécule permette de récupérer les altérations de la
tubuline o observée chez les rats isolés. En particulier, elle inhibe la diminution du ratio

Tyr/Glu-Tub et I’augmentation de 1’ Acet-Tub, ce qui n’est pas le cas avec la fluoxétine.

l1.6. OBJECTIFS

Le but de ce travail de thése était de tester 1’effet de type antidépresseur du MAP4343 sur
deux nouveaux modeles pré-cliniques permettant de compléter les résultats encourageants
obtenus précédemment. En effet, les antidépresseurs classiqguement utilisés manquent
d’efficacité et engendrent de nombreux effets secondaires. Le MAP4343 est innovant de par
son mode d’action (non-monoaminergique). Ces deux nouveaux modeles animaux utilisés
avec deux voies d’administration différentes de la molécule (sous-cutané et per 0s) ont permis

de préciser ’efficacité et le mode d’action du MAP4343.

Ainsi, la premiére étude avait pour but de se rapprocher le plus possible d’un traitement chez
le patient humain. Pour cela, le toupaye de Belanger a été choisi puisque cette espece est plus
proche de ’'Homme que le rongeur. De plus, le stress psychosocial chronique est un des
premiers facteurs environnementaux incriminés chez I’Homme. Enfin, il a été choisi une

administration orale du MAP4343 pour se rapprocher le plus des conditions d’administration
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chez les patients. Afin de vérifier son efficacité prolongée, la molécule a été administree sur
une plus longue période (4 semaines) que lors de la précédente étude. Dans ce modele, nous
avons suivi quotidiennement la physiologie générale des animaux (poids, température
corporelle). De méme, le comportement (I’activité locomotrice et le comportement
d’évitement) ainsi que le sommeil des animaux sont monitorés dans le but d’observer un
isomorphisme avec les symptdémes humains de la maladie. Mais nous avons également
observé 1’axe HHS et le systeme sympathique incriminés dans la pathologie via les hormones

urinaires (cortisol, noradrénaline).

En revanche, la seconde étude a eu pour but de confronter I’efficacité du MAP4343 a la
diversité des modeles de troubles dépressifs existants. En effet, étant donnée la multitude et la
complexité des facteurs connus favorisant 1’apparition de troubles de I’humeur, il est
important de tester la molécule sur des modéles variés. Les modéles spontanés, comme la
lignée de rat Wistar Kyoto, s’opposent aux modéles induits comme le modéle de stress
psychosocial chronique. Pour cette deuxieme étude, le MAP4343 a été administré une heure
trente avant chacun des trois tests de comportement ce qui permet d’évaluer son effet aigu sur
I’activité locomotrice (dans 1’open field), le comportement de type anxieux (dans labyrinthe
en croix surélevé) et 1’état dit « de désespoir » (dans test de nage forcée) (Porsolt, Bertin, and
Jalfre 1977; Cryan and Holmes 2005). Dans cette étude, le protocole, plus simple nous a
permis de comparer les résultats obtenus avec notre molécule a ceux obtenus avec un

antidépresseur classique tel que la fluoxétine.

Enfin, le systtme microtubulaire, cible pottentiel du MAP4343, a été examiné dans les deux
études grace a la quantification par Western-blot des proportions respectives des différentes

modifications post-traductionnelles de la tubuline a, dans I’hippocampe, ainsi que de la
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phosphorylation de MAP2, cible du MAP4343. En effet, I’hippocampe est directement

impliqué dans la pathologie.
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Il. MATERIEL ET METHODES

|||.1. ANIMAUX

| 11.1.1. Toupayes de Belanger (Toupaia belangeri)

Les animaux utilisés étaient des toupayes de Belanger (Toupaia belangeri), males, adultes
(durée de vie 10 ans), agés de 1 a 2 ans (400-800 g) de la colonie de reproduction du German
Primate Center (Gottingen, Allemagne). lls étaient hébergés individuellement des la puberté
dans des cages en acier dont les dimensions réglementaires sont de 80 x 50 x 125 cm (L x | X
h). Chaque cage contenait un nichoir au sol de 18 x 15 x 15 cm (L x | x h) et un systéme de
branches d’arbre a différents niveaux. Les phases d’éclairage étaient de 12h, de 08h00 a
20h00 (200 lux) avec 60 + 7% d’humidité et une température ambiante de 27 + 1°C (pour les
détails voir (Eberhard Fuchs and Corbach-S6hle 2010). Les animaux ont eu un acces illimité

a I’eau et a la nourriture (Altromin, Lage, Germany).

Toutes les expérimentations animales ont été réalisées en accord avec la directive du Conseil
de la Communauté européenne de septembre 2010 (2010/63/EU) et approuvées par le Lower

Saxony Federal State Office for Consumer Protection and Food Safety, Allemagne.

| 11.1.2. Rats Wistar Kyoto

Pour cette étude, des rats males Wistar (WI) et Wistar Kyoto (WKY) agés de 7 semaines ont
été fournis par 1’élevage « Harlan Laboratories ». lls ont tous été hébergés dans la méme
piéce, groupés par 3 ou par 4 par cage, en conditions contrélées (21+1°C, éclairage de 7h00 a
19h00, nourriture et eau disponibles ad libitum). Le déroulement des expériences était en
accord avec la directive du Conseil de la Communauté européenne (86/609/EEC) et approuveé
par le comité scientifique interne de MAPREG et de 1’unité mixte de recherche U788 -

INSERM.
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III.2. PREPARATION ET ADMINISTRATION DU MAP4343

| 11.2.1. Administration orale pour le toupaye de Belanger

Le MAP4343 était dissous dans 1’hydroxyéthylcellulose (HEC) par sonication (BransonTM
Sonifer-450) puis administré par voie orale entre 8h00 et 8h30 du matin chaque jour de la
période de traitement (voir la Figure 11-1). Les animaux traités au MAP4343 ont recu une
dose de 50 mg/kg/jour (per os) alors que les animaux contréles ont re¢u I’HEC seule

(véhicule).

| 11.2.2. Administration sous-cutanée des rats Wistar et Wistar Kyoto

Le MAP4343 était mélangé a I’huile de sésame et la solution était homogénéisée par
sonication (Branson™ Sonifer-450), tandis que la fluoxétine (Biotrend, Germany) était
dissoute dans une solution saline stérile injectable (NaCl 0,9%). Ces deux solutions étaient
préparees quotidiennement. Le MAP4343 était administré par injection sous-cutanée a la dose
de 10 mg /kg /jour et la fluoxétine par injection intrapéritonéale a la méme dose. Les rats des
différents groupes de traitement ont été distribués aléatoirement dans les cages dés leur

arrivée.

III.3. DOSAGE DE MAP4343 DANS LE PLASMA DES TOUPAYES

Immédiatement aprés décapitation, le sang du tronc a été récupéré, centrifugé a 4 °C et le
plasma ainsi collecté a été conservé a 80 °C. La concentration plasmatique de MAP4343 a été
mesurée par chromatographie liquide et spectrométrie de masse dans les laboratoires Bertin
pharma (Orleans, France). Briévement, apres décongélation et centrifugation (5 min, 4000
rpm a 4 °C), 10 ul de solution de standard interne (prégnénolone acétate; 1 ng/ml) et 10 ul de
méthanol sont mélangés au plasma (40 ul), puis de I’eau bidistillée est ensuite ajoutée pour
obtenir un volume final de 760 pl. Les échantillons sont centrifugés (3 min; 4 000 rpm a
4 °C). L’extraction en phase solide (colonne Oasis HLB cartridges) a été précédée d’un
rincage (méthanol puis eau bi-distillée). Les échantillons ont été déposés dans la colonne.
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Un premier ringcage a eu lieu avec de 1’eau bidistillée, un second avec un mélange eau
bidistillée /acétonitrile (8/2, V/V). Une élution finale avec du méthyl-tert-butyl éther (MTBE)
a permis de collecter un produit. Cette phase éluée a été évaporée sous un flux d’azote a 40°C.
Le résidu a été dissous dans une solution d’hydroxylamine (1,5 mol/l) et chauffé a 90 °C
pendant 30 min. De I’eau bidistillée et du MTBE ont été ajoutés et les échantillons ont été
agités 5 min et centrifugés (4000 rpm) pendant 5 min a 4 °C. La phase organique a été
évaporée sous un flux d’azote & 40 °C. Le résidu a ¢té dissous dans un mélange d’eau
bidistillée/acétonitrile (15/85, V/V) et 0.1 % d’acide acétique. Aprés centrifugation (4000 rpm
pendant 3 min a 4 °C), le mélange (5 pl) a été utilisé pour 1’analyse chromatographique

(XTerra MS C18, 2,1x100 mm, 5 um; Waters, Guyancourt, France).

III.4. MODELE DE STRESS PSYCHOSOCIAL CHRONIQUE

I 11.4.1. Protocole experimental
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PERIODE CONTROLE | PERIODE DE STRESS PERIODE DE TRAITEMENT

Groupes Semaine1 Semaine2 | Semaine3 S ine4 [ S ine5 S ine6 S ine7 S ine 8

Stressés /Véhicule Stress Stress Psychosocial + Véhicule

Pas de Stress Psychosocial +

Sacrifice
Concentrations de MAP4343 dans le plasma
Analyse par Westem blot (hippocampe)

Figure 11.1. : Protocole de stress psychosocial chronique chez le toupaye de Belanger

Ce schéma présente les deux groupes de toupayes : « Stresses /Véhicule », « Stressés
IMAP4343 », les trois periodes expérimentales : « période contrdle », « période de
stress » et « période de traitement ». Durant ces trois périodes les toupayes subissent un
stress (« Stress psychosocial ») ou non (« Pas de stress ») et regoivent soit le véhicule
(« vehicule »), soit le MAP4343 (« MAP4343 »)

Deux groupes expérimentaux distincts ont été soumis a ce protocole de stress : un groupe
d’animaux stressés recevant le véhicule (n = 8) et un groupe d’animaux stressés traités par le
MAP4343 (n=8). Le protocole de stress psychosocial chronique était constitué de trois

périodes expérimentales distinctes comme décrit dans la figure 11.1.
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La premiére période expérimentale était une période contrdle de deux semaines (semaines 1 et
2, Figure 11.1.) au cours de laquelle deux groupes d’animaux socialement naifs ont été laissés
dans leur cage sans qu’aucune manipulation ne soit pratiquée, a 1’exception d’une

administration per os d’HEC et d’un prélévement urinaire, tous deux quotidiens.

DOMINANT ; SUBORDONNE
i AIRE 2
® e | ®
L AIRE 4
®
g AIRE 5
E AIRE 6
NID H NID

[ 5 P P
HGRILLE @BRANCHE ZONE A RISQUE I:I ZONE DE SECURITE

Figure 11.2. : Représentation schématique de la cage des toupayes.

La cage du male subordonné et celle du dominant sont séparées par une grille. Le sol est
divisé en six aires pour mesurer [’activité locomotrice des animaux. Les deux aires
limitrophes de la cage du dominant (aires 1 et 3) constituent une zone dite « a risque »

pour I’animal subordonng, tandis que les autres constituent la zone dite « de sécurité ».
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Pendant les six semaines qui suivent cette période controle, le stress psychosocial a été
appliqué aux deux groupes d’animaux. Ils ont continué de subir une administration

quotidienne per os de véhicule, ainsi qu’un prélévement urinaire chaque matin.

Le stress psychosocial consiste a introduire un animal socialement naif (n’ayant pas eu de
contact avec un autre male avant) dans la cage (« le territoire ») d’un autre animal socialement
expérimenté. Les deux toupayes engagent alors une compétition pour leur territoire et
s’établie une relation dominant/subordonné entre les deux sujets. A la fin de cette
confrontation, une grille en métal permettant le contact visuel, olfactif et auditif sépare
physiquement les deux animaux (Figure 11.2). Elle est retirée une fois par jour pendant 1h,
aléatoirement dans la journée, ce qui permet une nouvelle confrontation physique. C’est

I’animal subordonné, considéré comme stressé, qui est utilisé pour I’expérience.

Durant les deux premieres semaines de stress (semaines 3 et 4, Fig. 11.1.), les deux groupes
d’animaux n’ont regu que du véhicule (HEC). Durant les quatre semaines suivantes (semaines
5-8), I'un des groupes a été traité¢ quotidiennement avec du MAP4343 (50 mg/kg, per os),
tandis que 1’autre groupe a continué de recevoir uniquement le véhicule (voir figure 11.1).
Pendant toute la durée de la période expérimentale, les deux groupes d’animaux ont été filmeés
une heure par jour pour évaluer les paramétres comportementaux, tandis qu’un appareil
télémétrique, préalablement implanté dans leur abdomen via une chirurgie des muscles
abdominaux, a permis d’enregistrer en continu leur température corporelle (thermometre) et
leur électroencéphalogramme (voir paragraphe 11.4.4). Chaque jour, le poids corporel des
animaux des deux groupes expérimentaux a été relevé et des échantillons de leur urine ont été
collectés en prévision de dosages des concentrations de cortisol et de nordrénaline. A la fin de
la procédure, les deux groupes d’animaux ont été sacrifiés par décapitation. Le sang du tronc a

été recupére pour mesurer la concentration de MAP4343 plasmatique et les hippocampes ont
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été disséques et immédiatement congelés a - 80 °C, pour analyser ultérieurement 1’expression

des protéines microtubulaires par Western blot.

| 11.4.2. Mesures comportementales

Les mesures comportementales ont consisté a évaluer ’activité locomotrice d’une part, et le
comportement d’évitement d’autre part. Pour réaliser ces mesures, les cages ont été separées
en six aires approximativement égales (Figure 11.2). Les animaux ont été filmés dans leur
propre cage, entre 16 h 30 et 17 h 30, (Kurre and Fuchs 1988). Les données ont été analysées

par le logiciel EthoVision Pro 3.1 (Noldus, Wageningen, Pays-Bas).

11.4.2.1. Activité locomotrice

Les toupayes ont une activité locomotrice élevée durant la journée. lls sautent de branche en
branche dans leur cage (Eberhard Fuchs and Corbach-Sohle 2010). L’activité locomotrice de
chaque animal subordonné a été évaluée pendant les différentes semaines expérimentales en
mesurant le nombre de passages d’une aire a I’autre dans la cage (M. Kramer, Hiemke, and

Fuchs 1999).

| 11.4.2.2. Comportement d’évitement

Une zone a risque est constituée des aires 1 et 3, voisines de la cage du male dominant, tandis
que la zone de securité est constituée des aires 2, 4 et 6 (voir Figure 11.2). L’évaluation du
comportement d’évitement a été effectuée a 1’aide de deux mesures, celle du nombre de

passages dans les aires 1 et 3 et celle du temps total passé dans les aires 1 et 3.

I 11.4.3. Mesure du taux d’hormones urinaires

Les échantillons d’urine des deux groupes expérimentaux ont €té collectés tous les matins au
cours des trois périodes expérimentales avant que la lumiére ne s’allume (Schmelting et al.
2014a). La miction a été induite par un massage hypogastrique. Les taux de noradrenaline

urinaire ont été quantifiés par chromatographie en phase liquide a haute performance apres
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extraction par colonne échangeuse d’ions BioRex 70 (BioRad, Munich, Allemagne). Les taux
de cortisol libre urinaire, en revanche, ont été deétectés grace a un kit immunologique
luminescent (IBL International, Hamburg, Allemagne). Pour compenser les variations
physiologiques de la dilution urinaire, les taux d’hormones ont ét¢ normalisés sur ceux de la

créatinine. Les concentrations sont alors exprimées en ng /umol de créatinine.

I 11.4.4. Mesure de la température corporelle et enregistrement de I’électroencéphalogramme

La température corporelle (Core Body Temperature, CBT) a été mesurée a chaque minute,
chaque jour sur une durée de 22 h, puisqu’une interruption de 2 h a eu lieu entre 8 h 00 et
10 h 00 du matin. L’appareil télémétrique est un radiotransmetteur (PhysioTel® F40-EET,;
DSI, St. Paul, MN, USA) implanté chirurgicalement dans la cavité péritonéale (Coolen et al.
2012). La plus faible valeur observée pendant 24h, se nomme le Nadir. Elle a été relevée

chaque jour, pour chague animal.

Les enregistrements de 1’électroencéphalogramme (EEG) ont été réalisés entre 18 h 00 et
8 h 00. Pour ce faire, une électrode a été placée en contact avec la dure-mere, grace a une
perforation du crane. Elle était reliée au radiotransmetteur précédemment cité (PhysioTel®
F40-EET), en sous-cutané et grace a une perforation des muscles abdominaux (Coolen et al.
2012). L’EEG permet de détecter les phases de veille et de sommeil. Au cours de la phase de
sommeil, on peut distinguer le sommeil « Non Rapid Eye Movement », NREM et le sommeil
paradoxal, « Rapid Eye Movement », REM. Le « temps total de sommeil » (en min) a été
calculé en additionnant les temps de sommeil NREM et REM. En revanche, la période de
sommeil correspond a la période (en min) entre le premier endormissement et le dernier
réveil. Ainsi, I’efficacité du sommeil a été déterminée par le ratio suivant : « temps total de

sommeil » sur « période de sommeil » (Coolen et al. 2012).
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III.5. MODELE SPONTANE, LE WISTAR KYOTO

| 11.5.1. Protocole experimental

Le protocole expérimental est décrit dans la figure 11.3. Quatre rats WI ou WKY ont cohabité

dans la méme cage. Tous les rats WI ont regu une injection quotidienne de deux solutions de

vehicule (saline et huile de sésame), tandis que les rats WKY ont été traités soit par la solution

de MAP4343 (ils ont recu le véhicule de la fluoxétine), soit par la solution de fluoxétine (ils

ont recu le véhicule du MAP4343), ou ont recu les deux solutions de vehicules. Chaque

groupe était constitué de 8 animaux.

Ainsi, le groupe « WI /Veéhicule » a recu de I’huile de sésame (250 pl/rat, s.c.) et de 1’eau

(L ml/kg, i.p.), le groupe « WKY /Véhicule » a regu également de I’huile de sésame

(250 pl/rat, s.c.) et de I’eau (1 ml/kg, i.p.); le groupe « WKY /MAP4343 » a recu du

MAP4343 (10 mg/kg, s.c.) et de I’eau (1 ml/kg, i.p.) et le groupe « WKY /Fluoxétine » a recu

de I’huile de sésame (250 pl/rat, s.c.) et de la fluoxétine (10 mg/kg, i.p.).

Jour 0 Jour 6 Jour 7 Jour 8 Jour 9 Jour 10
Acclimatation LMA EPM FST FST
Pre-test Test
Administration quotidienne >
Sacrifice

Dissection des hippocampes
stockage a -80°C

Figure 11.3 : Administration aigué de MAP4343 chez le rat Wistar Kyoto, protocole

LMA : Activité locomotrice ; EPM : Labyrinthe en croix surrelevé ; FST : Nage forcée

La phase de tests a débuté au jour 6 (apres 6 jours d’acclimatation dans l’animalerie).
Les tests comportementaux se sont succedés comme décrit dans la figure 11.3, durant 4 jours.

Le traitement a eu lieu 1 heure avant le début des tests. Les animaux ont éte sacrifiés au jour
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10, apreés la derniére injection, leurs cerveaux ont été prélevés et les hippocampes disséques et

immédiatement congelés a -80°C.

| 11.5.2. Tests de comportement

| 11.5.2.1. Activité locomotrice (LMA) et anxiété dans « I’open field »

Les animaux ont été placés individuellement sur une plateforme, dans un espace clos
uniformément éclairé (50 £ 5 lux) ou « Open Field ». La surface au sol était du forex blanc de
70 x 100 x 45 cm (L x | x h) posé au-dessus d’un parterre de diodes infrarouges. Durant
3 min, une caméra surplombant la plateforme filmait en infrarouge et les mouvements des rats
étaient analysés grace au logiciel VideoTrack V2.5 (ViewPoint, France). Les données
collectées étaient 1) la distance parcourue sur toute la plateforme (cm), 2) le nombre d’entrées
au centre (35 x 50 cm) de la plateforme et 3) le temps passé au centre (s). ). La durée de
seulement 3 min est due au protocole mis au point précédemment 8 MAPREG comprenant un
test d’activité locomotrice systématiquement suivi par un test de reconnaissance de nouvel

objet que nous n’avons pas réalisé, ici.

11.5.2.2. Labyrinthe en croix surélevé (EPM)

Un labyrinthe en forme de croix (« Elevated Plus Maze »,

EPM) surrélevé a 50 cm du sol était constitue de deux bras

ouverts (les bords béants) éclairés uniformément (40 +

10 lux) et de deux bras fermés (bordures noires de 40 cm
de hauteur). Chaque bras mesurait 50 cm de longueur x 10

cm de largeur, comme indiqué figure I11.4. Une caméra

surplombant le labyrinthe filmait pour un test de 5 min.

) ) Les données mesurées étaient 1’indice « Open Arms »
Figure 11.4 : Labyrinthe en

croix suréleve (OA) correspondant au temps passé dans les bras ouverts
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(s) divisé par le temps passe dans les quatre bras (s).

| 11.5.2.3. Test de nage forcée (FST)

Le test de nage forcée (FST) a été développé par Porsolt (Porsolt, Bertin, and Jalfre 1977). Il
consiste & placer des rats dans de 1’eau de sorte qu’ils ne touchent pas le fond. Le but de ce
test est de créer une immobilité chez I’animal, exprimée par le fait de produire le minimum de
mouvement pour ne pas couler. Cette immobilité est caractérisée par un état dit «de
désespoir » (Porsolt, Bertin, and Jalfre 1977). Pour optimiser 1’expérience du FST, les rats
étaient testés deux par deux. Pour cela, deux rats étaient placés dans deux cylindres de
plexiglas de 20 cm de diamétre et 40 cm de hauteur remplis avec 25 cm d’eau a 25+ 1 °C.
L’expérience se déroulait en deux temps. Au jour 8, les rats subissaient un pré-test qui
consistait a les laisser 15 min dans les cylindres d’eau. Puis, au jour 9, ils étaient replacés

5 min dans les cylindres et le temps d’immobilité était mesuré.

11.6. DETECTION INFRAROUGE DE PROTEINES MICROTUBULAIRES
HIPPOCAMPIQUES PAR WESTERN BLOT

Les hippocampes ont été homogénéisés dans du tampon de lyse (5 mM -Tris HCI, 2 mM -
EGTA, 2 % Protein Inhibitor Cocktail; Sigma-Aldrich, Quentin Fallavier, France) a 4 °C par
sonication (BransonTM Sonifer-450). La concentration de protéines totales a été déterminée
par colorimétrie a 1’aide du réactif de Bradford (Sigma-Aldrich). Les homogeénats ont été
traités avec de la solution de Laemmli pour dénaturer les protéines : 62,5 mM -Tris-HCI (pH
6 ,8), 20 % Glycérol, 2 % sodium dodécyl sulfate (SDS), 5 % B-(2)-mercaptoéthanol, 0,006 %

bleu de bromophénol.

L’¢lectrophorése et la détection infrarouge ont été réalisées comme décrit précédemment
(Ladurelle et al. 2012), avec quelques légéres modifications. L’électrophorése a été réalisée

sur des gels composés de vingt-six puits et contenant 10 % de bisacrylamide/trisacrylamide,
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pour la détection des tubuline a, tandis que pour la détection des MAP2, les gels étaient

composés de 4-20 % de tris-glycine (NUPAGE, Invitrogen, Cergy Pontoise, France).

Apres 1’¢électrophoreése, les protéines étaient transférées sur une membrane PVDF (Millipore),
grace a un appareil de transfert a sec (Invitrogen). Les membranes étaient ensuite plongées
dans du tampon de blocage (tampon phosphate salin (PBS, 50 %) et 50 % d’Odyssey
Blocking Buffer) (OBB, ScienceTec, Villebon-sur-Yvette, France) pendant 1 h, puis incubées
avec les anticorps primaires dans une solution : PBS/OBB + tween 20, 0,2 %. Les anticorps
monoclonaux anti-tubuline o tyrosinée (Tyr-Tub; clone TUB-1A2, Sigma-Aldrich) et anti-
tubuline o acétylée (Acet-Tub; clone 6-11B-1, Sigma-Aldrich) et les anticorps polyclonaux
anti- tubuline o détyrosinée (Glu-Tub; Chemicon, Temecula, CA, USA) ont été dilués au
1:4000 et les membranes correspondantes incubées pendant 1 h a température ambiante. Les
anticorps monoclonaux anti- tubuline o totale (Tot-Tub; clone DM-1A, Sigma-Aldrich) et
anti-MAP2 (MAP2 a, b, c; clone HM2, Sigma-Aldrich) et les anticorps polyclonaux anti-
MAP2 phosphorylée sur la sérine 136 (pMAP2; Cell signaling, Ozyme, Cergy-Pontoise,
France) ont été dilués au 1:2000. Les membranes correspondantes ont été incubees toute la
nuit a 4°C. Apres quatre ringages (15 min, dans une solution PBS/OBB + tween 20, 0,1 %),
les membranes ont été incubées, pendant 1h, a température ambiante, avec les anticorps
secondaires anti-souris IRDye 680 (détection infrarouge a 680 nm, LiCor, Lincoln, USA) ou
anti-lapin IRDye 800 (détection infrarouge a 800 nm, LiCor), dilués & 1:10000 dans une

solution PBS/OBB + tween 20, 0,2 % + SDS, 0,1 %.

Apres quatre rincages finaux (15 min, dans une solution PBS/OBB + tween 20, 0,1 %), les
membranes séchées ont été numérisees grace a un scanner Odyssey pour détecter le signal
infrarouge. L’intensité du signal a été mesurée par le logiciel Odyssey V3.0 (LiCor,

ScienceTec).
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Notre protocole permet la double détection d’anticorps anti-tubuline o avec deux différentes
modifications post-traductionnelles sur la méme membrane ou bien de MAP2 et pMAP2 sur
la méme membrane également (Article, Figure 6A) ce qui permet le calcul du ratio Tyr/Glu-
Tub, considéré comme un indice de dynamique microtubulaire (M. Bianchi et al. 2006), et le

calcul du ratio pMAP2 /IMAP2.

III.7. ANALYSE STATISTIQUE

Les données sont les moyennes + erreur standard a la moyenne (ESM) de mesures
indépendantes pour chaque groupe d’animaux. L’analyse statistique a été réalisée grace au

logiciel InVivoStat® sur les données brutes.

Chez le toupaye, les données collectées chaque jour ont été moyennées sur une semaine, ce
qui a permis d’obtenir des valeurs hebdomadaires pour chaque animal d’un méme groupe.
Ces valeurs hebdomadaires individuelles ont ensuite été moyennées afin d’obtenir une
moyenne par semaine et par groupe. Pour comparer les variances au sein d’un méme groupe,
un test ANOVA a un facteur pour mesures répétées a été réalisé, suivi par un test post-hoc de

Fisher permettant de comparer les moyennes des valeurs hebdomadaires.

Pour les Western blot, chez le toupaye, un test non paramétrique de Kruskal-Wallis a été

réalisé suivi d’un post-hoc de Dunn pour comparer les moyennes entre les deux groupes.

Chez le rat, le test utilisé était un ANOVA a un facteur (groupe) suivi, par un post-hoc de
Fischer permettant de comparer les moyennes de chaque groupe. Pour le poids, il a été réalisé
un ANOVA a deux facteurs : jour (apparié) et traitement (non-appari€) suivi par un post-hoc

de Fischer.

Tous les tests paramétriques utilisés ont été justifiés par le fait que les données suivent une loi

de distribution normale (données non-montrées).
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IIl. RESULTATS

I11.1. EFFICACITE ANTIDEPRESSIVE DE LA 3B-METHOXY-PREGNENOLONE
(MAP4343) CHEZ LE TOUPAYE EXPOSE AU STRESS PSYCHOSOCIAL
CHRONIQUE, UN MODELE DE TROUBLES DEPRESSIFS PROCHE DU
PRIMATE

I 111.1.1. Synthése des résultats de I’article soumis

L’efficacité préclinique du MAP4343 a ¢té évaluée dans un modéle animal validé
reproduisant des altérations comportementales et physiologiques observées chez le sujet
dépressif. Il s’agit du toupaye de Belanger (n = 8) soumis a un stress psychosocial chronique
(6 semaines, dont 4 semaines avec un traitement par du MAP4343) (voir description du
protocole dans le paragraphe 11.4.1). Dans cette expérience, le choix a été fait d’administrer
la molécule par voie orale pour se rapprocher le plus possible des conditions de prise de
médicament par les patients. Le groupe d’animaux (n =8) traité avec la molécule a été
comparé a un groupe controle d’animaux (6 semaines de stress avec traitement par du

vehicule).

| 111.1.1.1. Concentration plasmatique du MAP4343 et effets du MAP4343 sur le poids

Tout d’abord, la molécule administrée quotidiennement (50 mg/kg/jour) pendant 4 semaines
est bien retrouvée, a la fin du traitement, chez tous les animaux traités. En effet, la moyenne
des concentrations plasmatiques apres sacrifice est de 118.7 + 32.3 nM. De plus,
I’administration prolongée (4 semaines) du MAP4343 chez le toupaye stressé n’a pas montré
d’effet significatif sur le poids des animaux, mais n’a pas permis non plus une récupération de

la perte de poids induite par le stress psychosocial.

111.1.1.2. Effet du MAP4343 sur le comportement associé au stress psychosocial chronique

Les analyses des tests comportementaux montrent tout d’abord que 1’exposition au Stress

psychosocial a diminué le score de I’activité locomotrice de fagon durable dés la troisiéme
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semaine de stress (Article, Figure 3A). En revanche, dans le groupe d’animaux traité avec le
MAP4343, la molécule a empéché cette réduction (Article, Figure 3A). Ensuite, le stress a
induit un comportement d’évitement de 1’individu dominant par le dominé et ce phénomene a
également été inhibé par la molécule. En effet, dans le groupe ne recevant que le véhicule, le
stress psychosocial a diminué le nombre de passages dans la zone a risque, alors que dans le
groupe d’animaux traités au MAP4343, ce nombre a été constant durant tout le protocole
expérimental (Article, Figure 3B). De méme, le temps passé dans la zone a risque a été
progressivement réduit chez les animaux ne recevant que le véhicule, en particulier dans les
derniéres semaines de stress, alors que chez les animaux traités avec le MAP4343, ce temps
est resté stable pendant toutes les semaines de stress (Article, Figure 3C). Ces résultats
montrent que [’administration du MAP4343 est capable de prévenir les altérations du

comportement locomoteur induites par le stress psychosocial.

111.1.1.3. Effet du MAP4343 sur les hormones urinaires

L’exposition au stress psychosocial a induit une augmentation du taux urinaire de cortisol
durant les premiéres semaines du protocole. Le taux est resté élevé et stable durant les six
semaines d’exposition au stress (Article, Figure 4A). L’administration de MAP4343 n’a pas
permis de récupérer le taux basal de cortisol, mais a permis une baisse significative durant la

troisiéme semaine de traitement (Article, Figure 4A).

D’autre part, il a également été observé, dés les premiéres semaines de stress, une
augmentation du taux urinaire de noradrénaline. La valeur de ce taux a d’ailleurs montré une
augmentation progressive dans le temps jusqu’a la fin de la période expériementale (Article,
Figure 4B). L’administration de MAP4343 n’a pas permis de récupérer le taux basal de
noradrénaline, mais les animaux traités n’ont pas montré d’augmentaion croissante de ce taux

comme les animaux ayant recu le placebo. Le traitement aurait donc limité I’augmentation
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(Article, Figure 4B). Ces résultats suggeérent que le MAP4343 aurait un effet inhibiteur sur

I’hyperactivation de 1’axe HHS et du systéme sympathique induite par le stress psychosocial.

| 111.1.1.4. Effet du MAP4343 sur I’hyperthermie induite par le stress

L’hyperthermie est une réponse physiologique a un stress résultant de 1’augmentation de
I’activité métabolique. L’analyse de la mesure de la température corporelle a montré une
augmentation de sa valeur au cours des semaines d’exposition au stress psychosocial chez les
animaux ayant recu le véhicule (Article, Figure 5A). Au cours des semaines de stress, cette
augmentation est de plus en plus importante. L’administration de MAP4343 a permis
d’inverser cette augmentation de température (Article, Figure 5B). De plus, la température la
plus basse au cours de la nuit, le Nadir, a significativement augmenté au cours des semaines
de stress chez les animaux recevant le véhicule. Chez les animaux traités au MAP4343, en
revanche, cette mesure n’est pas significativement modifiée au cours de la période de stress
(Figure 5C). Le traitement avec du MAP4343 réduit, donc I’hyperthermie induite par le stress

psychosocial chronique.

I 111.1.1.5. Effet du MAP4343 sur les altérations du sommeil induites par le stress

La molécule a des effets positifs sur les altérations du sommeil induites par le stress
psychosocial. Tout d’abord, la quantité totale de sommeil, diminuée par le stress psychosocial
(Article, Figure 6A) chez les animaux ne recevant que le véhicule, n’a pas été modifiée chez
les animaux traités par le MAP4343 (Article, Figure 6B). De plus, ’administration de
MAP4343 a empéché les diminutions du sommeil paradoxal (REM) (Article, Figure 6D) et de
I’efficacité du sommeil (Article, Figure 6F) observées chez les animaux ne recevant que le

véhicule (Article, Figure 6C et 6E).

87



111.1.1.6. Etude du systéme microtubulaire hippocampique

Afin d’évaluer les conséquences du stress psychosocial chronique sur le systéme
microtubulaire dans I’hippocampe, une analyse par Western blot des modifications post-
traductionnelles de la tubuline o et de la phosphorylation de MAP2 a été réalisée.
Les hippocampes ont été préleves apres la derniére semaine expérimentale, lors du sacrifice
des animaux. Un groupe controle composé d’animaux n’ayant pas été soumis a un stresS
psychosocial a été ajouté pour permettre la comparaison avec un niveau basal d’expression
des protéines. Tout d’abord, il a été observé que la quantité totale de tubuline o dans
I’hippocampe des animaux n’était pas significativement différente dans les trois groupes
(Article, Figure 7B). Ensuite, les résultats montrent une réduction du ratio Tyr/Glu-Tub
(Tubuline a Tyrosinée / Tubuline o détyrosinée) dans les deux groupes d’animaux stressés
(Article, Figure 7C). Ces résultats suggérent une plus faible dynamique des microtubules de
I’hippocampe chez les animaux stressés chroniquement. Le MAP4343 ne montre pas d’effet
significatif sur ce phénomene. De plus, le stress psychosocial prolongé a induit une
diminution de 1’acétylation de la tubuline a. Cette diminution n’a pas été observée chez les
animaux traités par le MAP4343 (Article, Figure 7D). Enfin, il a été mesuré une diminution
de la phosphorylation de MAP2 chez les animaux stressés (Article, Figure 7E). Le MAP4343

n’a pas eu d’effet sur cette diminution.

L’analyse par Western blot suggere donc plusieurs phénomenes distincts induits par le stress
modifiant 1’état du systéme microtubulaire. Le MAP4343 semble agir de fagon spécifique sur
I’acétylation de la tubuline a chez des animaux de cette espéce soumis & un stress

psychosocial chronique.
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Les résultats présentés montrent une altération de paramétres comportementaux (locomotion,
comportement d’évitement) et physiologiques (poids corporel, hormones du stress, sommeil
et température corporelle) induite par 1’exposition prolongée a un stress psychosocial. Ainsi,
le MAP4343 prévient le comportement d’évitement de 1’individu subordonné, réduit
I’hyperactivation des hormones produites par le stress, inhibe 1’hyperthermie et empéche les

perturbations du sommeil.

De plus, I’investigation de I’hippocampe suggere des altérations microtubulaires chez les
animaux ayant subi le stress psychosocial chronique. Cependant, les modifications observées

n’ont pas toutes été corrigées par le traitement au MAP4343.

[ 111.1.2. Article
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Abstract:

Most currently available active antidepressant drugs are selective serotonin/noradrenaline
reuptake inhibitors. However, as their clinical efficacy is not immediate, long-term
administration is often accompanied by substantial side effects, and numerous patients remain
non- or partialresponders. We have recently found that the synthetic neurosteroid 3f-
methoxypregnenolone (MAP4343), which binds to the microtubule-associated-protein-2
(MAP2), can provide a novel therapeutic approach initially evidenced in experimental model
of depressive disorders (DDs) in rat. In order to further validate the efficacy of MAP4343, we
investigated effects of a longer treatment (4- week oral administration; 50 mg/kg/day) in a
non-rodent species, the tree shrew, exposed to a chronic psychosocial stress which elicits to
close-to-human symptoms observed in DDs. During the experimental period, physiological
parameters were registered, including core body temperature and electroencephalogram, while
animals were videotaped to analyze their avoidance behavior. Morning urines were collected
for measurements of cortisol and noradrenaline levels. We found that treatment with
MAP4343 abolished stress-triggered avoidance behavior and prevented hypothermia,
hormone hypersecretion and sleep disturbances, demonstrating its antidepressant-like
efficacy. Comparative treatment with fluoxetine also prevented some physiological
alterations, while the hypersecretion of cortisol and sleep disturbances were not restored by
fluoxetine, suggesting a better efficacy of MAP4343. Alpha-tubulin and MAP2 isoforms were
finally measured in hippocampi. We found that MAP4343 reversed the specific decrease in
acetylation of a-tubulin induced by psychosocial stress, while it did not modify the
psychosocial stress-elicited reductions of tyrosinated o-tubulin and phosphorylated MAP2,
Taken together, these data strongly suggest a potent antidepressant-like effect of MAP4343
demonstrated on translational parameters.
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1. Introduction

Depressive disorders (DDs) are commonly observed in humans, with a lifetime
prevalence of at least 10-15% (Kessler et al., 2003). Patients display a complex pattern of
symptoms including depressed mood, weight loss and disturbed sleep (APA, 1994). The
pathophysiology of DDs involves an alteration of the central monoaminergic system (Hamon
and Blier, 2013). Hence, most currently used antidepressant drugs are selective
serotonin/noradrenaline  reuptake  inhibitors ~ which  modulate ~ monoaminergic
neurotransmission. However, their delayed clinical efficacy, with about half of target patients
remaining non- or partial-responders (Fava and Davidson, 1996), and their adverse side
effects responsible for discontinuation of treatment (Hamon and Blier, 2013), lead to a real
clinical need for the development of a novel class of antidepressant molecules displaying both
immediate and prolonged activities with reduced side effects.

Based on both neuroimaging and post mortem studies in depressed subjects (Duric et
al., 2013), it has been observed that DDs are closely associated with major changes in
neuronal morphology, including a reduced volume of relevant brain regions such as
hippocampi (MacQueen et al., 2003). These modifications may result from alterations of
neuroplasticity, i.e. neurite extension, synaptic remodeling, or synaptogenesis (Duman, 2002;
McEwen, 1999) which all involve the cytoskeleton (Reines et al., 2004) and particularly the
microtubular system. Microtubular instability is indeed a fundamental process for plasticity
events (Rochlin et al., 1996), and recent studies have suggested abnormalities of brain
microtubular system in animal models of DDs (Bianchi et al., 2006; Yang et al., 2009).

Over the last decade, neurosteroids were found to be modulators of the neuronal
microtubular system. In particular, pregnenolone was shown to bind microtubule associated

protein 2 (MAP2) (Murakami et al., 2000), as well as the non-metabolizable derivative
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compound 3B-Methoxy-pregnenolone (MAP4343), devoid of any hormonal activity
(Fontaine-Lenoir et al., 2006). In addition, these two compounds demonstrated a stimulant
action on microtubule assembly (Fontaine-Lenoir et al., 2006) and MAP4343 has recently
displayed acute antidepressant activity in a validated rat model of DDs (Bianchi and Baulieu,
2012).

In order to demonstrate long-term antidepressant activity of MAP4343 we used a
translational model for human depressive states. A prolonged psychosocial stress was created
in male tree shrews by a recurrent introduction of one male into the territory of another male
to develop a dominant/subordinate relationship. The tree shrew (Tupaia belangeri) is a day-
active with relevant physiological and behavioral characteristics for addressing the
pathophysiology of DDs (Fuchs, 2005). Subordinate animals display behavioral and
physiological alterations, including sleep disturbances and nocturnal elevation of the core
body temperature (CBT), similar to those observed in depressed humans. Psychosocial stress
in tree shrews is thus considered to be a suitable model for the validation of anti-depressant
drugs (Fuchs, 2005).

The aim of this study was to assess the effects of 4-weeks of daily administration of
MAP4343 on behavioral, physiological and molecular responses to social stress in tree
shrews. We found a potent and persistent antidepressant effect of MAP4343 on translational

parameters.
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2. Material and Methods

2.1.  Animal maintenance

Adult male tree shrews of 1-2 years of age from the breeding colony of the German
Primate Center (Gottingen, Germany) were used. Animals were kept singly housed from
puberty onwards, in steel cages (w x d x h = 50 x 80 x 125 cm). Each cage contained a
wooden nest box at floor level (18 x 15 x 15 cm) and a system of wooden tree branches at
various levels. All animals were housed under a 12 h light/12 h dark cycle (lights on at 08:00;
200 lux) with 60 £ 7% relative humidity and an ambient temperature of 27 + 1°C (for details
see Fuchs and Corbach-S6hle, 2010). The animals had ad libitum access to water and food
(Altromin, Lage, Germany). For this study, minimum number of animals required to obtain
consistent data was used. All animal experiments were performed in accordance with the
European Communities Council Directive of September 2010 (2010/63/EU) and were
approved by the Lower Saxony Federal State Office for Consumer Protection and Food

Safety, Germany.
2.2.  MAP4343 preparation and administration

MAP4343 was dissolved in hydroxyethylcellulose (HEC) by sonication during 3
cycles of 15 pulses separated by 15 sec on ice (Branson™ Sonifer-450). Animals received
either MAP4343 at 50 mg/kg/day (per os) or the vehicle (HEC) each day during the treatment
period (see Fig 1A). Treatments were administrated between 8.00 a.m. and 8:30 a.m. A
detailed methodology for oral pharmacological treatment in tree shrews has been previously

described (Schmelting et al., 2014).
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2.3.  Psychosocial stress in tree shrews

As depicted in Figure 1, our experimental procedure involved two groups composed
by either tree shrews orally treated by MAP4343 or untreated tree shews receiving vehicle
alone (n=8 for each group). During an initial 2-week control period (Wk 1 & 2), animals were
separately housed in unstressed condition, with a daily administration of vehicle.

In the next 6-week period, psychosocial stress was applied to two groups of tree
shrews. It consisted in the introduction of a naive animal into the cage (“territory”) of a
socially experienced male. For this purpose, the wire grid which separates the two males (Fig.
2) was removed once a day for approximately 1h, allowing interaction between the two
animals. The animals engaged in a competition over the "territory” and established a
dominant/subordinate relationship. During the first 2 weeks of stress (Wks 3 & 4) the two
groups of tree shrews received vehicle. In the last 4 weeks of stress (WK 5-8), MAP4343
treatment was administered daily (50 mg/Kg, per os) to the treated group while the untreated
group received only vehicle (Fig. 1). During the whole experimental period animals were
videotaped 1 hour per day to evaluate behavioral parameters and telemetry was continuously
operated. In addition, body weight was measured and morning urine was collected every day.

At the end of the procedure animals were sacrificed by decapitation. Blood was
collected in order to measure plasma MAP4343 concentrations and hippocampi were isolated,

chilled and stored at -80°C until use.
2.4.  Behavioral experiments

Behavioral experiments consisted in measurement of locomotor activity (LMA) and
avoidance behavior. For this purpose the front panels of the cages were divided in 6

approximately equal areas (Fig 2). All animals were videotaped directly in their cages each
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day for one hour in the late afternoon (from 4:30 p.m. to 5:30 p.m.). Data were then analyzed

using EthoVision Pro 3.1 software (Noldus, Wageningen, the Netherlands).

2.4.1. Measurement of locomotor activity (LMA)

Tree shrews show a high degree of motor activity within their cages (Fuchs and
Corbach-Sohle, 2010). Locomotor activity of each subordinate animal was recorded as an
individual’s frequency of crossings between adjacent areas in the cage (Kramer et al., 1999).
The individual effect of psychosocial stress and drug-induced changes in locomotor activity

were evaluated by counting the number of border crossings between the defined areas.

2.4.2. Evaluation of avoidance behavior

Areas 1 and 3, adjacent to the dominant animal’s cage, were defined as a risk zone,
while the zone constituted by areas 2, 4, 5 and 6 represented a safe zone (see Fig. 2). Hence,
the evaluation of avoidance behavior consisted in the measurement of two parameters: (i) the
number of border crossings for areas 1 and 3 and (ii) the total time (in min) spent in areas 1

and 3.

2.5.  Concentration of urinary hormones

Urinary samples were collected each morning before the lights were turned on, under
gloaming light, as previously described by Schmelting et al. (2014); urination was induced by
applying a gentle massage to the hypogastrium. Noradrenaline levels were quantified by high
pressure liquid chromatography after extraction on BioRex 70 cation-exchange columns
(BioRad, Munich, Germany). Free cortisol levels were measured by a luminescence
immunoassay kit (IBL International, Hamburg, Germany). In order to compensate for the

various physiological urine dilutions, levels of the hormones were normalized and expressed
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in ng/umol of creatinine (Roche Modular P800 clinical chemistry analyzer with creatinine

reagents according to Jaffe’s method).

2.6.  Core body temperature

CBT was recorded once a minute throughout the 24-hour period (except for the two
hours between 8 a.m. and 10 a.m.) via a telemetric radiotransmitter (PhysioTel® F40-EET,;
DSI, St. Paul, MN, USA) surgically implanted in the peritoneal cavity (Coolen et al. 2012).

The lowest value, named the Nadir, was specifically studied.
2.7.  Sleep recordings

Electroencephalograms (EEG) were performed from 6 p.m. to 8 a.m. For this purpose,
electrodes were placed in contact with the dura through a cranial hole, and subcutaneously
connected to the radiotransmitter through a perforation of the abdominal muscles (Coolen et
al. 2012). EEG recordings facilitated the distinction between rapid eye movement sleep
(REM) and non-rapid eye movement sleep (nREM). Total sleep time (in min) was calculated
by the addition of REM sleep time and nREM sleep time, while sleep efficiency was
determined as the following ratio: total sleep time/sleep period time (the total sleep time
consists in the sleep time without waking, while sleep period time refers to the period between
the first and last sleep episode during the dark phase). For details on EEG analysis see Coolen

et al. (2012).
2.8. Plasma MAP4343 concentrations

MAP4343 concentrations were measured by Liquid Chromatography/tandem Mass
Spectrometry (LC/MS/MS) following a method developed by Bertin pharma (Orleans,
France). After centrifugation (5 min, 4000 rpm at 4°C), 10ul of internal standard solution

(pregnenolone acetate; 1 ng/ul and 700 ul of bidistilled water) were added to plasma (40 pl).
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After mixing and centrifugation (3 min; 4000 rpm at 4°C), samples were prepared using a
solid phase extraction (Oasis HLB cartridges). Samples were loaded into pre-conditioned
columns: a first wash was performed with bidistilled water and a second with a mix of
bidistilled water/acetonitrile (8/2, V/V). A final elution with methyl-tert-butyl ether (MTBE)
allowed for the collection of products for derivation. This eluted phase was shaken and
evaporated under a nitrogen stream at approximately 40°C. The residue was then dissolved in
hydroxylamine solution (0.75 mol/l) and heated at 90°C for 30 min. Bidistilled water and
MTBE were added and samples were shaken 5 min and centrifuged (4000 rpm for 5 min at
4°C). The organic-phase was evaporated under a stream of pure nitrogen at 40°C. The residue
was dissolved in a mix of bidistilled water/acetonitrile (15/85, V/V) containing 0.1% acetic
acid. After centrifugation (4000 rpm for 3 min at 4°C), the mixture (5 pl) was injected into an
analytical column (XTerra MS C18, 2.1x100 mm, 5 um; Waters, Guyancourt, France) for LC-

MS/MS analysis.
2.9. Infrared Western blot detection of hippocampal microtubular proteins

Western blot analyses were performed on hippocampus extracts in two groups of
stressed tree shrews, treated by MAP4343 or untreated, respectively. Data were compared to
those obtained in a group of unstressed animals left undisturbed in their cages during the
whole experimental period. All tree shrews were sacrificed by decapitation after the 8-week
experimental period. The hippocampi were dissected on an ice-chilled plate and immediately
frozen on dry ice and stored at -80°C until analysis. Hippocampi were homogenized in lysis
buffer (5 mM -Tris HCI, 2 mM -EGTA, 2% Protein Inhibitor Cocktail; Sigma-Aldrich,
Quentin Fallavier, France) at 4°C through sonication (Branson™ Sonifer-450). Total protein
concentrations were determined using a Bradford colorimetric assay (Sigma-Aldrich).

Homogenates were then treated for protein denaturation with Laemmli buffer: 62.5 mM -Tris-
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HCI (pH 6.8), 20% Glycerol, 2% sodium dodecyl sulfate, 5% B-(2)-mercaptoethanol, 0.006%
bromophenol blue. Electrophoresis and infrared Western blot analysis were performed as
previously described by (Bianchi and Baulieu, 2012). Electrophoreses were performed on 26-
well gels containing 10% bisacrylamide/trisacrylamide (for a-tubulin isoforms) or 4-20% tris-
glycine for MAP2 isoforms (NUPAGE, Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Proteins were
transferred on to PVDF membranes (Millipore) using a dry blot system (Invitrogen).
Membranes were blocked for 1h at room temperature in a solution of “Odyssey Blocking
Buffer” diluted (1:2) in PBS (OBB/PBS buffer, ScienceTec, Villebon-sur-Yvette, France).
They were then incubated with primary antibodies diluted in OBB/PBS + tween-20, 0.2%,
I.e.: (i) the monoclonal mouse antibodies against total a-tubulin (1:2000; overnight at 4°C;
clone DM-1A, Sigma-Aldrich), tyrosinated a-tubulin (1:2000; 1 hour at RT; clone TUB-1A2;
Sigma-Aldrich), acetylated a-tubulin (1:4000; 1 hour at RT; clone 6-11B-1; Sigma-Aldrich)
and total MAP2, a, b ¢ (1:2000; overnigh at 4°C ; clone HM2, Sigma-Aldrich), and (ii) the
polyclonal rabbit antibodies against detyrosinated a-tubulin (1:4000; 1 hour at RT; Chemicon,
Temecula, CA, USA), and phosphorylated MAP2 on Ser136 (1:2000; overnight at 4°C; Cell
signaling, Ozyme, Cergy-Pontoise, France). After 4 washings (15 min, in OBB/PBS + tween
20 0.1%), the membranes were incubated for 1h at RT with secondary antibodies, i.e.: the
polyclonal goat anti-mouse IRDye 680 (infrared detection at 680 nm, Li-Cor, Lincoln, NE,
USA) or the polyclonal goat anti-rabbit IRDye 800 (infrared detection at 800 nm, Li-Cor),
both diluted at 1:10000 in OBB/PBS + tween-20, 0.2% + SDS, 0.1%. Following 4 final
washes (15 min, in OBB/PBS + tween-20, 0.1%), wet membranes were digitalized with the
Odyssey scanner to detect the infrared signal of bands. Integrated intensities were then
measured using the Odyssey V3.0 software (Li-Cor, ScienceTec). This protocol allowed for

the simultaneous detection of a-tubulin or MAP2 isoforms on the same gel (See Fig. 6A),
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permitting the calculation of the Tyr/Glu-Tub ratio, considered an index of microtubule

dynamics (Bianchi et al., 2006), and the pMAP2/MAP2 ratio.
2.10. Statistical analyses

All data were obtained from independent animals and expressed as mean + SEM.

For behavioral and physiological measurements data were collected on a daily basis
and weekly means were calculated. One way ANOVA analyses for repeated measures were
performed to compare variances within each group, followed by the Fisher LSD post-hoc test
to compare the means at each weekly data point.

For Western blot studies a non-parametric Kruskal-Wallis analysis of variance was
performed, followed by the Dunn post-hoc test to compare means between groups. All tests
were performed using InVivoStat Statistical Software.

Differences between groups were considered significant at the 95% confidence level

(p<0.05).
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3. Results

3.1. Plasma MAP4343 concentrations

Plasma was collected from each animal at the end of the experimental period. We
found that all tree shrews orally treated with MAP4343 displayed measurable plasma levels of
MAP4343 in a nanomolar range; the mean concentration after the 4-week administration
reached 118.7+£32.3 nM. Variability of MAP4343 plasma concentrations is obviously not

surprising if we consider that our compound was orally administrated.
3.2. Body weight (Table 1)

Psychosocial stress in animals receiving vehicle led to a significantly decreased body
weight of approximately 5% at the end of experimental period (Fs3=2.14, p<0.05). This
significant decrease was observed during each week of the stress period as compared to the
control period (Wk 2). The 4-week administration of MAP4343 did not modify the stress-

induced decrease of the body weight (Fs35=2.14, p<0.001).
3.3.  Behavioral parameters (Fig. 3)

3.3.1. Locomotor activity (LMA)

In animals receiving vehicle, psychosocial stress affected LMA (Fs35=6.05, p<0.001):
a significant decrease in activity was found during most weeks of the stress period when
compared to the control period (Wk 2; Fig. 3A, squares). In addition, LMA displayed a time-
dependent reduction within the stress period, the value measured at the end of the stress
period (Wk 8) was significantly reduced when compared to the first stress period (Wk 4,
p<0.05). When animals received a 4-week oral administration of MAP4343, psychosocial
stress did not significantly modify LMA (Fs35=1.89, p=0.12; Fig. 3A, triangles). Thus,

MAP4343 prevented a decrease of LMA during the social stress exposure.

101



3.3.2. Avoidance behavior

In tree shrews receiving vehicle, psychosocial stress was found to significantly reduce
the number of border crossings in the risk zone (Fs35=2.65; p<0.05; Fig 3B, squares),
suggesting that stress triggered an avoidance behavior as previously described by Kramer et
al. (1999). By contrast, when tree shrews were treated with MAP4343, no significant change
in the number of border crossings in this zone was observed during social stress (Fs35=0.62;
p=0.69; Fig. 3B, triangles). Furthermore, we investigated the time spent in both areas 1 and 3,
defining a second parameter for the assessment of avoidance behavior. Tree shrews receiving
vehicle showed a progressive decrease in time spent in the risk zone during the stress period
(Fs,35=2.24, p=0.07; Fig. 3C, squares). The values measured during the two last weeks of the
stress period (Wk 7 and Wk 8) were significantly lower than those measured during the
control period (Wk 2; p<0.05 and p<0.01, respectively; Fig. 3C, squares). In contrast, long-
term treatment with MAP4343 prevented the decrease in time spent in the risk zone during
the stress period (Fs35=0.36, p=0.87; Fig. 3C, triangles). Taken together these data strongly
suggest that continuous administration of MAP4343 can prevent the psychosocial stress-

triggered avoidance behavior in tree shrews.
3.4.  Neuroendocrine Function: Urinary hormone concentrations (Fig. 4)
3.4.1. Cortisol concentrations

The psychosocial stress in tree shrews only receiving vehicle strongly increased
cortisol concentrations (Fs35=6.40, p<0.001; Fig. 4A, squares). This increase, measured
during the beginning of the stress period (Wk 4), then remained stable until the end of the
period (Wk 8; Fig. 4A, squares). In tree shrews treated with MAP4343, psychosocial stress
also triggered a cortisol increase (Fs35=7.29, p<0.001; Fig. 4A, triangles), but the 4-week

treatment was able to significantly reduce the cortisol increase induced by stress exposure
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during the third week of treatment (Wk 7, p<0.01 and p<0.05 when compared to Wk 4 and

WKk 5, respectively; Fig. 4A).
3.4.2. Noradrenaline concentrations

The psychosocial stress in animals receiving vehicle triggered a hypersecretion of
noradrenaline (Fs30=8.75, p<0.001). Thus, the noradrenaline concentration was higher during
the first stress period (Wk 4) as compared to the control period (Wk 2), and these significant
increases grew progressively during the stress period (Fig. 4B, squares). In tree shrews treated
with MAP4343, an increase in noradrenaline was also observed during the stress period
(Fs5,30=3.30, p<0.05), but the treatment resulted in the stabilization of the stress-induced
noradrenaline increase (Fig 4B, triangles). This result suggests that MAP4343 is able to
prevent the potentiation of noradrenaline increases triggered by exposure to prolonged
psychosocial stress.

Core body temperature (Fig. 5)
3.4.3. Temperature area under curve (AUC)

In animals receiving vehicle, exposure to psychosocial stress induced an increase in
core body temperature (CBT; F2,14=15.4, p<0.001; Fig. 5A) during both diurnal and nocturnal
phases, which was particularly marked during the nocturnal phase (Fig. 5A). The resulting
AUC for total temperature (from both diurnal and nocturnal phases) was significantly
increased during the beginning stress period (Wk 4) when compared to the control period (Wk
2). Moreover, this hyperthermia was further increased at the end of the stress period (WKk 8,
Fig. 5A) as compared to the first stress period (Wk 4, Fig. 5A). When animals were treated
with MAP4343, the stress-induced hyperthermia was almost completely abolished

(F2,14=4.89; p<0.05; Fig. 5B). Indeed, the elevated CBT observed during the first stress period
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(Wk 4) was significantly reduced during the last stress week (Wk 8) as compared to the

similar CBT measured during the control period (Wk 2; Fig. 5B).
3.4.4. Nadir for the nocturnal core body temperature

Nadir levels for nocturnal CBT were significantly increased during stress period in
animals receiving vehicle (Fs3s=3.40, p<0.05; Fig. 5C, squares). By contrast, when tree
shrews were treated by MAP4343, the nadir values were not significantly modified during the
stress period (Fs35=0.15, p=0.97; Fig. 5C, triangles).

Taken together, these results demonstrated that a 4-week treatment with MAP4343
prevents the psychosocial stress-induced hyperthermia and further underlies the

antidepressant effect of MAP4343.
3.5. Total sleep, REM and sleep efficiency (Fig. 6)

An alteration of the total seep time was observed in stressed tree shrews receiving
vehicle (Fs30= 6.47, p<0.001, Fig. 6A). Indeed, a significant decrease was reached during the
last week of the stress period (Wk 8) when compared to that measured during the control
period (Wk 2) and after two stress weeks (Wk 4; Fig 6A). Upon treatment with MAP4343 for
4 weeks, the alteration in total sleep time induced by the social stress was abolished (Fs 30=
0.42, p=0.83, Fig. 6B).

Similarly, total REM sleep time was significantly reduced by psychosocial stress in
animals receiving vehicle (Fs30= 4.22, p<0.05; Fig. 6C). The values were found to be lower
during the final stress week (Wk 8) when compared to the control period (Wk 2, p<0.001) and
the first stress period (Week 4, p<0.05; Fig. 6C). The 4-week MAP4343 administration
prevented the stress-induced alteration of total REM sleep time (Fs 3= 0.30, p=0.91; Fig. 6D).

Finally, when sleep efficiency was evaluated, we found in animals receiving only the

vehicle that the psychosocial stress induced a significant alteration of this index (Fs 0= 3.35,
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p=0.016; Fig. 6E), which was prevented by the 4-week administration of MAP4343 (Fs30=
1.92, p=0.12; Fig. 6F).

Taken together, these results further demonstrated the antidepressant action of
MAP4343 through a prevention of the sleep alterations triggered by the psychosocial stress in

tree shrews.

3.6.  Western blot quantification of hippocampal microtubule proteins (Fig. 7)

In order to quantify microtubular proteins believed to be related to microtubule
dynamics, Western blot analyses were performed on hippocampi from stressed tree shrews
either treated with MAP4343 or receiving vehicle, and data were compared to samples taken
from a group of unstressed animals. We therefore quantified Total a-tubulin (Tot-Tub) and
tyrosinated a-tubulin (Tyr-Tub), elements know to be enriched in dynamic microtubules. In
addition, detyrosinated a-tubulin (Glu-Tub) and acetylated a-tubulin (Acet-Tub), both
enriched in stable microtubules, were measured (Fig 7A). Total MAP2 (MAP2) and
phosphorylated MAP2 (pMAP2) proteins were also determined and the ratio pMAP2/MAP2
was calculated (Fig 7A).

Expression of Tot-tub from hippocampus was not found to be significantly modified
between the three groups, 1.e. “Unstressed”; “Stressed, Untreated” and “Stressed, MAP4343-
treated” (Fig. 7B). Exposure to psychosocial stress in animals receiving vehicle induced a
significant reduction of the Tyr/Glu-Tub ratio (0.994+0.02 in “Stressed, Untreated” group
versus 1.20+0.03 in “Unstressed” group, mean+SEM, Fig 7C). 4-week oral administration of
MAP4343 did not significantly change the reduction of Tyr/Glu-Tub ratio induced by stress
(1.01£0.02 for “Stressed, MAP4343-treated” group, mean+SEM, Fig 7C). In addition, social
stress exposure induced a significant decrease of the Acet-Tub expression in tree shrews
receiving vehicle (1.01+0.02 in “Stressed, Untreated” group versus 1.124+0.03 in “Unstressed”
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group, meanzSEM, Fig 7D). Interestingly, when stressed animals were treated with
MAP4343, such treatment significantly restored the level of Acet-Tub expression (1.14+0.02
in “Stressed, MAP4343-treated” group, meantSEM; Fig. 7D). Finally, following
psychosocial stress the proportion of pMAP2 was reduced in untreated tree shrews (1.00+0.01
in “Stressed, Untreated” group vs 1.05+0.01 in “Unstressed” group, Fig 7E) and MAP4343
did not modify such pMAP2 decrease (0.97+0.005 in “Stressed, MAP4343-treated” group;

Fig 7E).
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4-Discussion

In this study, we have demonstrated that MAP4343 exerts a long-term antidepressant
efficacy in tree shrews subjected to 6 weeks of psychosocial stress. The face validity of this
model was provided by behavioral, endocrine and physiological changes produced by long-
term stress exposure and considered similar to those described in human beings (Fuchs,
2005). We found that social stress triggered a decrease in body weight likely due to a reduced
food intake and a higher metabolic rate (Kramer et al., 1999), an increase of nocturnal CBT,
and a decrease of LMA associated to a stimulation of avoidance behavior. In addition,
stressed tree shrews displayed a constant stimulation of stress-related hormones (cortisol and
noradrenaline). Finally, we have here first demonstrated that our model displays another
feature of stress-related human depression symptoms consisting in sleep alterations, further
reinforcing its face validity. The predictive validity of this model was shown by the observed
treatment efficacy of both classical (SSRI or clomipramine) and atypical (tianeptine, NK1
antagonists, agomelatine) antidepressant drugs (Lucassen et al., 2004; Michael-Titus et al.,

2008; Schmelting et al., 2014; van der Hart et al., 2005)
3.7.  Robust and long-term MAP4343 antidepressant efficacy

Interestingly, prolonged administration of MAP4343 allowed substantial improvement
of most depressive state parameters elicited by psychosocial stress, with the exception of
decreased body weight under our experimental conditions. Similar results were observed
previously with tianeptine (Lucassen et al., 2004) and clomipramine (Wang et al., 2013)
treatment, neither of which was able to rescue body weight decreases. However, the body
weight reduction observed was no greater than that in vehicle controls, evoking an absence of
side-effects from MAP4343 on food intake, contrary to results observed with fluoxetine

which is believed to regulate serotonin-induced satiety (Halford et al., 2005).
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Hence, MAP4343 has successfully prevented behavioral changes such as decreased
LMA and augmented avoidance behavior. The decrease of LMA appeared at the beginning of
the stress period; MAP4343 prevented this behavioral alteration during the first week of
treatment. Similar effects were observed with clomipramine (Fuchs et al., 1996; Kramer et al.,
1999; Wang et al., 2013), agomelatine (Schmelting et al., 2014) and the NK1 receptor
antagonist, L-760735 (van der Hart et al., 2005). In contrast, the avoidance response was
triggered during the last two weeks of social stress exposure. Interestingly, MAP4343 also
provided a preventive effect on this later behavioral response, suggesting the long-term effect
of the tested compound.

MAP4343 displayed efficacy in reducing the increase of the adrenal cortical hormone,
cortisol, by social stress. Responses to stressful events involve among other physiological
reaction, the stimulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, leading to an increase in
cortisol concentrations, and have been related to the pathophysiology of DDs (Holsboer,
2001). Such cortisol responses, previously observed in our model (Johren et al., 1994; Kozicz
et al., 2008; Meyer et al., 2001), were progressively decreased by MAP4343 administration
after the 3" week of treatment, as described with fluoxetine and agomelatine after the 4™
week of treatment (Schmelting et al, 2014), or with clomipramine (Kramer et al., 1999;
Magarinos et al., 1996), although the effect on cortisol secretion was not systematically
reproducible with this latter drug (van der Hart et al., 2005). Furthermore, MAP4343
counteracted the activation of the neurosympathetic system by blocking the time-dependent
increase of noradrenaline secretion triggered by prolonged stress exposure. Such an action
was also observed with agomelatine at the 4™ week of treatment (Schmelting et al., 2014),
while clomipramine displayed contrasting effects on noradrenaline (Kramer et al., 1999; van

der Hart et al., 2005).
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Stress-induced hyperthermia is a well-known response to stressors in rodents
(Bouwknecht et al., 2007) and in humans (Marazziti et al., 1992). Indeed, following stress
events, energy sources such as glucose are more available, while heart rate and core body
temperature concurrently increase (Plaut and Friedman, 1982). Regarding these physiological
parameters, our data show that chronic social stress elicited an elevation of the core body
temperature, as previously described (Kohlhause et al., 2011), and that MAP4343 was able to
abolish such an effect, similarly to agomelatine and more efficiently than fluoxetine
(Schmelting et al., 2014). In depressive patients, a clear-cut increase of nocturnal body
temperature was described during the depressive phase and corrected during the remission
(Souetre et al., 1988). Our data from CBT recordings appear therefore strongly relevant to
characterize the MAP4343 antidepressant effect.

Investigations on the pathophysiology of DDs have yielded a number of highly
replicable sleep abnormalities in humans (Arfken et al., 2014; Wulff et al., 2010). In tree
shrews, we first show that psychosocial stress led to sleep alterations consisting in the
decrease of total sleep time and the sleep efficiency observed at the end of the stress period. A
decrease of REM sleep time was also observed, probably related to the decrease of total sleep
time. Our molecule normalized all these sleep alterations which are late responses to
psychosocial stress.

Taken together, these results strongly demonstrate the efficacy of MAP4343 as an
antidepressant drug affecting late functional alterations in tree shrews exposed to
psychosocial stress. MAP4343 efficacy was also found at the beginning of the stress period
on some early parameters, suggesting that it can exert a rapid antidepressant effect, as

previously observed in rats (Bianchi and Baulieu, 2012).
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3.8. MAP4343 and the microtubular system

The reduction of hippocampal volume observed in patients affected with depressive
disorders (MacQueen et al., 2003), was also described in stressed tree shrews (Czeh et al.,
2001), in parallel to a dendritic shrinkage of pyramidal neuron in CA3 region (Magarinos et
al., 1996). These changes suggest modifications of cytoskeletal components, including
microtubules. Since MAP4343 may modulate the microtubular system (Fontaine-Lenoir et al.,
2006), we assessed the expression of various isoforms of a-tubulin and the phosphorylation of
MAP2, as markers of microtubular dynamics. We found here that stress-induced behavioral
and physiological alterations were accompanied by a specific reduction of tyrosinated o-
tubulin, acetylated a-tubulin and phosphorylated MAP2 in the hippocampus. Tyrosinated a-
tubulin is associated with neurite regrowth (Marcos et al., 2009) and has been found to be
more abundant in neo-polymerized, young microtubules (Peris et al., 2006), whereas
detyrosinated o-tubulin and acetylated a-tubulin are detected in polymerized tubulin over
time. The presence of the latter isoform may account for more stable microtubules (Webster
and Borisy, 1989), but the function of acetylation remains unclear. MAP2 is mainly present in
neurons, and is predominantly localized in dendrites rather than axons (Garner et al., 1988).
Phosphorylation of MAP2 is a complex process mediated by various kinases (Sanchez et al.,
2000). The non-phosphorylated isoform of MAP2 is believed to stabilize microtubules,
thereby increasing their rigidity (Felgner et al., 1997; Hirokawa, 1994), while the
phosphorylated isoform may induce its dissociation from the microtubule (Murthy and Flavin,
1983), thereby promoting cytoskeleton instability. Taken together, our results suggest that
exposure to psychosocial stress reduced the microtubular dynamics and may lead to an
alteration in neuronal plasticity. A decrease in tyrosinated o-tubulin in hippocampus was
previously described in rats subjected to both acute and chronic stress (Bianchi et al., 2006;
Bianchi et al., 2003; Yang et al., 2009). We found here that prolonged social stress also
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reduced the expression of acetylated a-tubulin, contrary to observations after acute stress in
rats (Bianchi and Baulieu, 2012). In vitro studies assessing the effect of the depolymerizing
agent, nocodazole, revealed a biphasic effect on a-tubulin isoforms, i.e. a rapid decrease in the
tyrosinated a-tubulin followed by a decrease in acetylated a-tubulin in purified microtubules
(Baas et al., 1991). Regarding these results, we hypothesize that the decrease in acetylation
might be considered as a delayed marker of alterations of the microtubular system following a
prolonged stress exposure, whereas the decrease in tyrosinated a-tubulin might be considered
as an early marker for acute stress which persists throughout the stress exposure. Long-term
administration of MAP4343 to tree shrews did not rescue the tyrosinated a-tubulin isoforms,
but it did prevent the decrease in acetylated a-tubulin. This suggests that such administration
of MAP4343 regulated the acetylation of a-tubulin, a process which may be altered in cases
of prolonged microtubular injury, underlying the putative role of our compound to preserve

neuronal microtubular dynamic functionality.
3.9.  Conclusion

Here, we demonstrated that MAP4343 exerts a potent and long-term antidepressant
efficacy by preventing the most deleterious effects of psychosocial stress in tree shrews. In
our model which displays stress-induced alterations and reproduces many of those observed
in depressed human beings, MAP4343 efficacy was either similar or better than other
antidepressants previously tested. This study describes a new antidepressant with a never
before considered target and therefore opens new perspectives toward innovative therapeutic
strategies centered on the brain’s microtubular system. Further investigations are in progress
to elucidate cellular mechanisms (cerebral plasticity, neurogenesis) underlying such

antidepressant efficacy.
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Figure 1: Experimental design

Sacrifice
Plasma MAP4343 concentrations
Western-blot analysis (hippocampus)

Scheme depicting the timing of psychosocial stress and oral administration of MAP4343 or

vehicle, respectively. During the recovery period (6 weeks) following the radiotransmitter

implantation, the animals remained undisturbed. The stress procedure followed the standard

protocol described by Schmelting et al. (2014)
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Figure 2: Schematic representation of cages

The cage of a subordinate male tree shrew was separated by a grid from the cage of a

dominant male, and its front panel was divided in six areas in order to measure the locomotor

activity of animals. Two areas (area 1 and area 3) adjacent to the cage of the dominant male

were considered to form a risk zone, whereas the other areas (2, 4, 5, 6) constituted a safe

Zone.
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Figure 3: Effects of 4-week administration of MAP4343 on LMA and avoidance
behavior in stressed tree shrews

A: Curves representing total LMA recorded during the whole experimental period in stressed
tree-shrews receiving either vehicle (squares) or treated with MAP4343 (triangles). Data,
expressed in log space, are weekly means £ SEM calculated from daily measurements in
independent animals (n=8).

B: Curves representing the numbers of border crossings in the risk zone, recorded during the
whole experimental period in stressed tree-shrews receiving either vehicle (squares) or treated
with MAP4343 (triangles). Data, expressed in log space, are weekly means £ SEM calculated
from daily measurements in independent animals (n=8).

C: Curves representing the time spent in the risk zone recorded during the whole experimental
period, in stressed tree-shrews receiving either vehicle (squares) or MAP4343 (triangles).
Data, expressed as minutes, are weekly means + SEM calculated from daily measurements in
independent animals (n=8).

White items represent the values obtained during the control, unstressed period, the grey
items represent the values obtained during the stress period in untreated conditions and red

items represent the values obtained during the stressed period in MAP4343-treated conditions.
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*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 when compared to the control period (Wk 2); #p<0.05
and #*p<0.01 when compared between the indicated weeks (One-way ANOVA for repeated
measures followed by a Fisher’s LSD test to compare means from each week within each

respective group).
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Figure 4: Effects of 4-week administration of MAP4343 on urinary hormone levels in
stressed tree shrews

Curves representing urinary cortisol (A) noradrenaline (B) concentrations during the whole
experimental period in stressed tree shrews receiving either vehicle (squares) or MAP4343
(triangles). Data, expressed as the log of ng of cortisol per umol of creatinine, are weekly
means + SEM calculated from daily measurements in each independent animals (n=8).

White items represent the values obtained during the control unstressed period, the grey items
represent the values obtained during the stress period in untreated conditions and red items
represent the values obtained during the stress period in MAP4343-treated conditions.
*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 when compared to the control period (Wk 2); #p<0.05
and #p<0.01 when compared to the first stress period (Wk 4); $p<0.05 and **p<0.01 when
compared between the indicated weeks (One-way ANOVA for repeated measures followed

by a Fisher’s LSD test to compare means from each week within each respective group).
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Figure 5: Effect of 4-week administration of MAP4343 on core body temperature in
stressed tree shrews
A-B: Representative curves, showing the core body temperature recorded in stressed tree

shrews receiving either vehicle (A) or MAP4343 (B) during the unstressed control period
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(Wk 2; black color), the first stress period (Wk 4, light grey color) and the last stress period
(WKk 8, dark grey color in A or red color in B). The islet graphs represent the respective areas
under curves (AUC). Data are means £ SEM obtained from independent animals (n=8 for
each group).

C: Curves representing the nadir of core body temperature measured during the whole
experimental period in stressed tree shrews receiving either vehicle (squares) or MAP4343
(triangles). Data, expressed as degrees Celsius, are weekly means + SEM calculated from
daily measurements in each independent animal (n=8).

White items represent the values obtained during the control unstressed period, the grey items
represent the values obtained during the stress period in untreated conditions and red items
represent the values obtained during the stressed period in MAP4343-treated conditions.
*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 when compared to the control period (Wk 2); $p<0.05
when compared between the indicated weeks (One-way ANOVA for repeated measures

followed by a Fisher’s LSD test to compare means from each week within each respective

group).
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Figure 6: Effect of 4-week administration of MAP4343 on total sleep, REM and sleep
efficiency in stressed tree shrews

Histograms representing total sleep time (A, B), total REM sleep time (C, D) and sleep
efficiency (E, F), evaluated by EEG recordings during the whole experimental period in
stressed tree shrews receiving either vehicle (A, C, E) or MAP4343 (B, D, F). Data, expressed
as minutes (A-D) or as percentage of sleep efficiency (E, F), are means + SEM from
independent animals (n=7 for each group).

**p<0.01 and ***p<0.001 when compared to the control period (Wk 2); #p<0.05, #p<0.05
and ##p<0.05 when compared to the first stress period (Wk 4) (One-way ANOVA for
repeated measures followed by a Fisher’s LSD post-hoc test to compare means from each

week within each respective group).
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Figure 7: Effect of 4-week administration of MAP4343 on alpha-tubulin and MAP2
isoforms in hippocampi from stressed tree shrews.

A: Representative Western blot showing infrared specific detection of proteins: (i) total a-
Tubulin in red (Tot-Tub), (ii) a-tubulin isoforms, i.e. tyrosinated a-Tubulin in red (Tyr-Tub),
detyrosinated a-Tubulin in green (Glu-Tub) and acetylated oa-Tubulin in red (Acet-Tub) and
(iii) MAP2 isoforms i.e. total MAP2 in red (MAP2) and phosphorylated MAP2 in green
(PMAP2).

B-E: Histograms showing the Tot-Tub (B), the Tyr/Glu-Tub ratio (C), the Acet/Tot-Tub ratio
(D) and the pMAP2/MAP?2 ratio in control tree shrews (white bar; “Unstressed” group), in
stressed tree shrews receiving vehicle (grey bar; “Stressed, Vehicle” group) or in stressed tree

shrews treated with MAP4343 (red bar; “Stressed, MAP4343-treated” group). Data,
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expressed as percentage of infrared intensity (B) or ratio of two intensities (C, D, E) are
means = SEM obtained from independent animals (n=6 per group).
*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 when compared between the indicated groups (Kruskall-

Wallis ANOVA, followed by Dunn’s post-hoc test).
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Table 1: Body weight values measured in stressed tree shrews receiving vehicle or
treated with MAP4343

Data, averaged on one week and expressed in grams, are meanstSEM from
independent animals (n=8 per group).

*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001, as compared to the value obtained in
unstressed control period (Wk 2) for each group.

Body Weight (g)
Week 2 Week 4 Week 5 Week 6 Week 7 Week 8
Untreated 232.7£3.3 224.7+2.7%* 228.1+3.2 226.1+4.4* 224.645.4** 223.54£5.5**
MAP4343-
treated 228.0£3.3 213.5+6.9*** 214147 .5%** 212.5+8.3*** 216.3£8.3*** 215.748.7***

127



I11.2. EFFET DE L’ADMINISTRATION AIGUE DE MAP4343 DANS UN MODELE DE
TROUBLES DEPRESSIFS INNES, LE RAT WISTAR KYOTO

La lignée de rats Wistar Kyoto (WKY) est un modéle endogéne de dépression. En effet, ces
rats ont des altérations comportementales et hormonales caractéristiques des modéles de
dépression. En particulier, ils montrent une immobilité accrue lors du test de nage forceée.
Le MAP4343 a été testé sur cette lignée pour compléter I’étude préclinique de la molécule via

un modele endogéne des troubles dépressifs.

| 111.2.1. Poids corporel

Gainde poids (%)
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Figure I11.1: Absence d’effets secondaires sur le poids des rats WKY suite a
I’administration de MAP4343

Courbes représentant pour chaque jour, le gain de poids (en % par rapport au premier
Jjour de I’étude, JO) des rats Wistar (WI) ne recevant que le véhicule (ligne grise), des
rats WKY ne recevant que le véhicule (ligne noire), des rats WKY traités avec du
MAP4343 (10 mg/kg/jour, s.c.; ligne rouge) ou des rats WKY traités avec de la
fluoxétine (10 mg/kg/jour, i.p.; ligne bleue). Chaque point représente la moyenne + ESM
de mesures indépendantes pour chaque groupe (n = 8 animaux par groupe). Les fleches
noires correspondent au début (DEBUT) et a la fin (FIN) du traitement.

*p < 0,05, **p < 0,01 et ***p < 0,001 comparé aux rats WKY véhicule et ##p < 0,01 et
###p < 0,001 comparé aux rats WKY traités par le MAP4343 (ANOVA a deux facteurs
pour mesures répétées suivi d 'un test post-hoc LSD de Fisher).
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Tous les groupes de rats ont montré une augmentation de leur poids, dans le temps
(Fo,135 = 511,37 ; p <0,001). Cependant, les rats WKY ont présenté un plus faible gain de
poids pendant la durée de I’expérience (Fis13s = 19,38 ; p <0,001). L’administration de
MAP4343 n’a pas modifié¢ le gain de poids des rats WKY par rapport aux rats WKY ne
recevant que le véhicule. En revanche, I’administration de fluoxétine a induit une réduction
significative du gain de poids au cours des deux derniers jours de traitement, (voir Figure

I11.1). Ces résultats suggérent donc que, contrairement a la fluoxétine, le MAP4343 est
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Figure 111.2 : L’administration aigué de MAP4343 améliore I’activité locomotrice
fortement dégradée chez le rat WKY

Histogrammes représentant la distance parcourue (en centimétres) dans [’aréne « open-
fiel » (en % des Wistar) par les rats WKY traités au MAP4343 (rouge, a la fluoxétine
(bleu), ou recevant seulement le vehicule (noir), et par les rats WI recevant ce méme
véhicule (gris) utilises comme souche contréle. Les données sont exprimées en moyenne
+ ESM (exprimé en pourcentage) de mesures indépendantes pour chaque groupe
(n = 7-8 animaux par groupe).

***p < 0,001 comparé au groupe indiqué (ANOVA a un seul facteur suivi d’un test
post-hoc LSD de Fisher).

129




dépourvu d’effet anorexigéne. Cela confirme les résultats précédemment décrits par Bianchi

et Baulieu (2012) dans un mode¢le d’isolement social chez rat.

| 111.2.2. Comportement

| 111.2.2.1. Activité locomotrice

Les rats WKY contréles ne recevant que le véhicule présentent une plus faible activité
locomotrice ( 60%) que leurs congéneres de la souche WI recevant ce méme veéhicule (Figure
I11.2). L’administration aigué de MAP4343 chez les rats WKY (10 mg/kg/jour pendant 4
jours, s.c.) a montré une récupération significative de I’activité locomotrice (+ 56%) par
rapport a ceux recevant uniquement le vehicule. En revanche I’administration de fluoxétine a
potentialise la baisse de locomotion observée chez les animaux de cette souche WKY (- 40%

comparés aux rats WKY ne recevant que le véhicule) (Figure 111.2).
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Figure 111.3: Effet anxiolytique d’une administration aigué de MAP4343 chez le rat
WKY sur une plateforme de type « open field »

Histogrammes montrant le nombre d’entrées (A) et le temps passé (en secondes) (B) au
centre de la plateforme chez les rats WKY traités soit par le MAP4343 (rouge) soit par la
fluoxétine (bleu) ou recevant le véhicule (noir), et chez les rats WI (gris) utilisés comme
controle. Les données sont exprimées en moyenne + SEM d’animaux indépendants (n = 7-8
par groupe).

*p < 0,05 and **p <0,01 comparé au groupe indiqué (ANOVA a un facteur suivi d’un test
post-hoc LSD de Fisher).
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111.2.2.2. Comportement de type « Anxieux »

Parallélement a la mesure de 1’activité locomotrice, le comportement de type « anxieux » a été
évalué dans « I’open-field » par la mesure de deux parameétres comportementaux : le nombre

d’entrées au centre de la plateforme et le temps passé au centre de la plateforme. Un niveau

faible de ces deux paramétres est classiquement associé a un état anxieux chez le rat (Campos

et al. 2013). Tout d’abord, les rats WKY témoins, ne recevant que le véhicule, ont montré une

forte réduction de ces deux parameétres comparés aux rats de la souche WI recevant ce méme

vehicule (- 79 % pour le nombre d’entrées et - 65 % pour le temps passé au centre, (Figure

I11.3). Le traitement par le MAP4343 chez les rats WKY montre ici une récupération de ces

deux mesures comportementales puisque les valeurs des mesures des animaux traités ne sont

pas statistiguement différentes de celles des animaux de la souche témoin (Figure 111.3). Ces

résultats suggérent que le MAP4343 réduit I’état anxieux chez les rats WKY.
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Figure 111.4: Effet anxiolytique d’administration aigué de MAP4343 chez le rat

WKY dans le labyrinthe en croix surélevé

Histogramme représentant ['index OA chez les rats WKY traités au MAP4343 (rouge)
ou a la fluoxétine (bleu) ou témoins (noir), et chez les rats WI (gris) utilisés comme
controle. Les données sont exprimées en moyenne £ SEM d’animaux indépendants
(n = 7-8 par groupe).

p < 0,001 comparé au groupe indiqué (ANOVA a un facteur suivi d’'un test post-hoc
LSD de Fisher). 131




Lors du test du labyrinthe en croix suréleve, la valeur de I’index OA correspondant a la

proportion de temps passée dans les bras ouverts du dispositif est fortement abaissée (- 90 %)

chez les rats WKY qui ont recu le véhicule par rapport aux rats WI témoins qui ont recu le

méme véhicule. L’administration de MAP4343 chez les rats WKY a permis une augmentation

de 81 % de cet index par rapport a la valeur mesurée chez ces mémes rats recevant le véhicule

(Figure 111.4). Cette augmentation n’apparait cependant pas significative (p = 0,54) en raison

de la variabilité des mesures. A 1’opposé, le traitement par la fluoxétine annule la valeur de

cet index (Figure I111.4) montrant ainsi une action de type «anxiogénique» d’une
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Figure 111.5 : Efficacité antidépressive de I’administration aigué de MAP4343 chez

le rat WKY dans le FST

Histogramme représentant le temps d’immobilité dans le FST, mesuré chez les rats
WKY traités soit par le MAP4343 (rouge) soit par la fluoxétine (bleu) ou recevant
uniquement le véhicule (noir), et chez les rats WI recevant le véhicule (gris) pris comme
souche contréle. Les données sont exprimées en moyenne + SEM d’animaux
indépendants (n = 7-8 par groupe).

**p < 0,01 compare au groupe indiqué (ANOVA a un facteur suivi d’'un test post-hoc
LSD de Fisher).
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administration aigué de fluoxetine.

111.2.2.3. Etat de type « dépressif » évalué dans le test de la nage forcée (FST)

Le test de nage forcée permet d’observer un comportement de type « dépressif » (West 1990).
Les animaux WKY recevant le véhicule ont montré une augmentation de 26 % de la durée
totale d’immobilité qui n’est cependant pas significative (p =0,07). De facon intéressante,
I’administration de MAP4343 chez les rats WKY a réduit significativement leur temps
d’immobilité mesuré dans ce test (-31%, p<0,01; Figure II.5), suggérant 1’effet
antidépresseur du MAP4343. Au contraire, le traitement aigu par la fluoxétine a provoqué une
augmentation du temps d’immobilité. Ce résultat confirme que les rats WKY sont résistants a

la fluoxétine, comme précédemment montré (Griebel et al. 1999).

I 111.2.3. Analyse du systéme microtubulaire de I’hippocampe par Western Blot

Afin de savoir si le MAP4343 affecte la dynamique microtubulaire chez le rat WKY, une
étude par Western blot de quantification relative a été réalisée. Elle concerne la tubuline o
tyrosinée (Tyr-Tub) (enrichie dans les microtubules dynamiques), la tubuline a détyrosinée
(Glu-Tub) (enrichie dans les microtubules stables), la tubuline o acétylatée (Acet-Tub)

enrichie dans les microtubules stables et la phosphorylation de MAP2.
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Le niveau d’expression de la tubuline o totale n’est pas modifié entre les différents groupes de
rats (données non présentées). Le ratio Tyr/Glu-Tub, marqueur de dynamique microtubulaire
s’est révélé plus faible chez les rats WKY qui ont recu le véhicule que chez les rats WI

témoins, recevant ce méme véhicule. Les administrations aigués de MAP4343 n’ont pas
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induit de modifications de ce ratio qui est resté significativement inférieur a celui des animaux
contréles W1 (Figure 111.6). De plus, I’Acet-Tub n’est pas différente d’une lignée a 1’autre.
Cependant, une diminution significative de 1’expression d’Acet-Tub a été mise en évidence
chez les rats WKY traités par le MAP4343, tout comme chez ceux traités par la fluoxétine,
lorqu’ils sont comparés aux rats WKY recevant le véhicule (Figure 111.6). Enfin 1’expression
de la phosphorylation de MAP2 ne semble pas étre différente dans les deux lignées de rats.
Il est cependant intéressant de noter que la fluoxétine diminue cette proportion de MAP2

phosphorylée.

135



V. DISCUSSION

Les données obtenues montrent I’efficacité antidépressive du MAP4343 sur deux modéles
validés utilisant deux especes différentes et deux types de traitement. Non seulement, la
molécule a agi sur le comportement des toupayes, mais elle a aussi permis de limiter les
réactions neuroendocriniennes et d’améliorer les perturbations du sommeil induites par le
stress. Ces changements physiologiques et comportementaux sont associés aux troubles
dépressifs. Ensuite, chez les rats WKY, le MAP4343 a permis d’inhiber en partie le
comportement anxio-dépressif dans la plupart des tests expérimentaux utilisés. Enfin, il
apparait que I’action du MAP4343 sur ’expression des protéines microtubulaires est plus

complexe que ce qui avait été précédemment décrit (M. Bianchi and Baulieu 2012).

IV.1. EFFET DU STRESS PSYCHOSOCIAL CHRONIQUE SUR LE COMPORTEMENT ET
LA PHYSIOLOGIE CHEZ LE TOUPAYE DE BELANGER

Tout d’abord, les altérations comportementales et biologiques observées dans le modéle de
stress psychosocial chronique chez le toupaye de Belanger confirment les résultats
précédemment obtenus avec ce modéle par d’autres auteurs. En effet, une diminution du poids
induite par le stress, de I’ordre de 5 %, est constante dans la littérature (E Fuchs, Johren, and
Fligge 1993; Eberhard Fuchs 2005). De méme, la réduciton progressive de I’activité
locomotrice, ainsi que le comportement d’évitement face au congénére dominant ont été
abondamment décrits (Eberhard Fuchs et al. 1996; M. Kramer, Hiemke, and Fuchs 1999; Van

Kampen et al. 2000).

De plus, I’augmentation du taux urinaire de cortisol observée dans cette étude, refléte une
hyperactivation de 1’axe HHS réguliérement décrite dans ce modéle (Eberhard Fuchs et al.
2001). Ce phénomeéne a auparavant été décortiqué pour mieux comprendre les altérations de

cet axe neuroendocrinnien (Johren, Fliigge, and Fuchs 1994; Eberhard Fuchs et al. 2001; Van
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Kampen et al. 2002). Ainsi, chez le toupaye, il a été mis en évidence la similarité des effets
d’un stress psychosocial chronique et d’un traitement a long terme avec du cortisol (F Ohl et
al. 2000). Le stress psychosocial comme le traitement au cortisol ont induit une diminution du
volume de I’hippocampe des animaux. Or, les altérations de I’axe HHS observées chez les
patients atteints de troubles dépressifs (Carroll et al. 1981; Florian Holsboer 2001; Carroll et
al. 2007) ont été corrélées avec la réduction du volume de I’hippocampe (Goosens and
Sapolsky 2007) (Voir paragraphe 1.1.3.2). Ces résultats suggerent donc que les mécanismes
induisant les altérations structurales de 1’hippocampe dans ce modéle sont similaires a ceux de

la pathologie humaine.

De méme, 1’augmentation du taux urinaire de noradrénaline observée chez les toupayes révele
une hyperactivation du systeme sympathique. Ce phénomeéne est impliqué dans la réponse au
stress chronique chez I’Homme (Stratakis and Chrousos 1995). En particulier, il est
responsable de processus déléteres liés au systeme cardiovasculaire (Austin, Wissmann, and

von Kanel 2013) ce qui rend ce modéle d’autant plus intéressant.

L’hyperthermie a déja été observée chez les toupayeS exposés a ce stress psychosocial
(Kohlhause et al. 2011). Plus particulierement, il a été montré une corrélation inverse entre
I’hyperthermie et le taux de testostérone urinaire. Puisqu’il est établi dans des modéles
animaux que, chez le male, la dominance est associée au taux de testostérone circulant
(Blanchard et al. 1993), I’hyperthermie pourrait étre un marqueur de subordination dans ce
modéle. D’autre part I’hyperthermie induite par le stress est une réponse métabolique connue
chez I’Homme (Marazziti, Di Muro, and Castrogiovanni 1992) et retrouvée dans des modéles
de stress chronique chez le rongeur (Adriaan Bouwknecht, Olivier, and Paylor 2007). Ce
phénomene est la conséquence d’une plus grande accessibilit¢ au glucose, et d’une

augmentation du rythme cardiaque (Plaut and Friedman 1982). Elle est connue pour ne pas
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étre due a une augmentation de 1’activité physique, ce qui n’est d’ailleurs pas observé ici,
mais bien pour étre la conséquence d’une régulation centrale (Oka, Oka, and Hori 2001). Elle
est caractéristique de la sur-activation du systeme sympathique (Vinkers et al. 2008) et est a

mettre en relation avec les résultats du dosage urinaire de noradrénaline.

Enfin, les altérations du sommeil dans ce modéle n’ont été décrites qu’une seule fois dans une
thése de doctorat (Aue 1988). Il avait été montré une augmentation du nombre et de la
longueur des phases de réveil, ce qui est concordant avec la baisse du sommeil total observée
dans 1’étude présentée dans cette thése. De plus, le sommeil a onde lente avait été trouvé
réduit, ce qui est en accord avec les données récoltées au cours de notre étude. En effet, il a
été observé, outre une diminution de la quantité de REM, une tendance a la diminution de la
quantité de NREM (données non montrées). Chez les patients atteints de troubles dépressifs il
est observé une augmentation du temps de sommeil REM (Steiger et al. 2013). Néanmoins,
dans cette étude, la diminution observée du temps de sommeil REM est du méme ordre que la
diminution du temps de sommeil total. D’ailleurs, la proportion de sommeil REM par rapport
au sommeil total ne varie pas significativement (données non montrées). Ces données
suggeérent plusieurs hypothéses. D’une part, la mesure par EEG réalisée n’est peut-étre pas
assez précise pour observer une augmentation de la durée des épisodes de sommeil REM.
En effet, les épisodes de sommeil (REM ou NREM) des toupayes sont beaucoup plus courts
que chez ’Homme, a savoir de quelques minutes seulement (Coolen et al. 2012). D’autre
part, la durée de sommeil total chez le toupaye en laboratoire semble conditionnée par les
cycles d’éclairage. En effet, le toupaye montre une proportion de 91 % de sommeil durant la
phase sombre et de 30% durant la phase lumineuse ; le temps de sommeil des animaux dans

leur environnement naturel n’étant pas connu. Il est fort possible qu’en laboratoire ces
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animaux suivent un rythme circadien particulier, pouvant effacer certaines conséquences du

stress psychosocial chronique.

IV.2. EFFET ANTIDEPRESSEUR DU MAP4343 SUR LE STRESS PSYCHOSOCIAL
CHRONIQUE CHEZ LE TOUPAYE DE BELANGER

Tout d’abord, le traitement avec le MAP4343 a eu un effet significatif sur le comportement
des toupayes stressés. Ainsi, il semble avoir empéché la diminution de 1’activité locomotrice
induite par le stress. Des effets similaires ont été retrouvés avec un ATC, la clomipramine
(Eberhard Fuchs et al. 1996; M. Kramer, Hiemke, and Fuchs 1999; Wang et al. 2013), ainsi
qu’avec un antidépresseur atypique comme 1’agomélatine (Schmelting et al. 2014a) ou encore
avec un antagoniste de récepteurs NK1, le L-760735 (van der Hart et al., 2005). De plus, le
MAP4343 semble avoir inhibé le comportement d’évitement des toupayes dominés, comme
cela avait été le cas avec la clomipramine (Eberhard Fuchs et al. 1996; M. Kramer, Hiemke,
and Fuchs 1999). Le MAP4343 a donc des effets antidépresseurs sur le comportement des

toupayes stressés, comparables a ceux d’autres antidépresseurs qui ont été testés.

En revanche, le traitement par le MAP4343 n’a pas montré d’effet négatif sur le poids des
animaux. Cela suggérerait une relativement bonne tolérance de la molécule chez cette espece
proche de I’Homme, ce qui constitue un atout par rapport a d’autres molécules
antidépressives. Cependant, le traitement avec le MAP4343 ne permet pas d’empécher la
diminution du poids induite par le stress psychosocial chez le toupaye, tout comme d’autres

antidépresseurs avérés précédement testés tels que la fluoxétine et 1’agomélatine (Schmelting

et al. 2014b).

En effet, les variations du poids sont la résultante de la prise alimentaire et de la dépense
d’énergie. Or il a été observé une hyperactivité de ’axe HHS et du systéme sympathique chez

le toupaye soumis au stress psychosocial caractérisé par une augmentation du cortisol et de
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I’adrénaline. Ce phénomene, également retrouvé chez les patients atteints de troubles
dépressifs (Florian Holsboer 2001; Otte 2005), suggérerait une plus grande deépense
énergétique (Myers, McKlveen, and Herman 2014). Or le MAP4343 n’abolit pas totalement
I’augmentation de ces hormones pendant le stress, mais permet d’en limiter la progression,
voire méme d’induire une baisse significative (pour le cortisol) aprés de trois semaines de
traitement. La molécule a donc un effet partiel, mais non-négligeable, sur I’hypersécretion de
ces deux hormones par suite d’un stress. D’ailleurs, un effet simillaire sur la réduction du taux
urinaire de cortisol a également été montrée avec des traitements par d’autres molécules
comme la fluoxétine, I’agomélatine (Schmelting et al., 2014) ou la clomipramine (M. Kramer,
Hiemke, and Fuchs 1999; Magarifios et al. 1996). Mais I’effet de ces drogues est observé
plutét a la quatrieme semaine de traitement et n’a pas toujours été reproduit (van der Hart et
al. 2005). De méme, I’action sur le taux urinaire de noradrénaline n’est visible qu’apres quatre
semaines de traitement avec 1’agomélatine (Schmelting et al. 2014a) et apparait tres contrastée
avec la clomipramine (Kramer et al., 1999; van der Hart et al. 2005). Enfin, I’inhibition de
I’hyperthermie, observée avec par le MAP4343, a également été enregistrée, de facon

similaire avec la fluoxétine et I’agomélatine (Schmelting et al. 2014a).

Certes, cette étude ne permet pas de mettre clairement en évidence les mécanismes qui sous-
tendent I’effet de type antidépresseur du MAP4343, en particulier au niveau de 1’axe HHS.
Cependant, une étude récente a montré, in vitro, un effet direct sur la transcription du géne
humain de la CRH de certains neurostéroides tels que la prégnénolone. L’¢tude a consisté a
transfecter des cellules Neuro-2A différenciées avec un fragment du promoteur du géne Crh
humain associé a un geéne rapporteur. La prégnénonlone, I’alloprégnénolone et la
tétrahydrodéoxycorticostérone ont inhibé la transcription de ce géne (Budziszewska et al.

2010).
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Enfin, pour la premiere fois une molécule ayant des propriétés « antidépressives » dans un
modele pré-cliniqgue a montré des effets sur le sommeil des toupayes soumis au stress
psychosocial. Ce résultat est tres intéressant puisque non seulement 1’effet est observé sur la
quantité totale de sommeil et la diminution de sommeil REM sous-jacente, mais également
sur I’efficacité du sommeil. Il est important de noter que souvent la seule cause de demande
de médication est liée aux altérations du sommeil des patients (voir paragraphe I. 1.1.3). Des
¢tudes ont déja été réalisées montrant I’effet de divers neurostéroides, dont la prégnénolone
sulfate, sur le sommeil, via I’implication du systéme cholinergique (Darnaudéry et al. 1999;

George et al. 2006).

IIV.3. COMPORTEMENT ANXIO-DEPRESSIF DE LA LIGNEE DE RATS WISTAR
KYOTO

Gréace aux rats Wistar Kyoto, il a été mis en évidence un phénotype anxio-dépressif. En effet,
tout d’abord, ils ont montré un gain de poids considérablement réduit comparés aux rats
Wistar. Or les rats Wistar Kyoto ont été initialement caractérisés dans la littérature par
I’apparition d’ulcéres induits par le stress qui sont caractéristiques des problémes gastriques
observés dans les troubles dépressifs (W. P. Paré 1989; W. P. Paré and Redei 1993). De plus,
’activité locomotrice réduite ou encore le comportement de type anxieux observés dans
« ['open-field » ainsi que dans le labyrinthe en croix surélevé sont des comportements deéja
décrits chez cette souche de rats (Durand et al. 1999; Griebel et al. 1999), caractéristiques des
modeles de troubles anxio-dépressifs. Enfin, le temps d’immobilité accru dans le test de nage
forcée est considéré comme un paramétre de référence pour la validation pré-clinique de
molécule ayant un potentiel antidépresseur. La réponse particuliére et spontanée des rats
Wistar Kyoto dans ce test est, au contraire, une augmentation de 1’immobilité (Lahmame and
Armario 1996; Lépez-Rubalcava and Lucki 2000), ce qui suggere un comportement de type

« dépressif » chez cette lignée de rats. Dans I’étude présentée ici, I’effet de la lignée Wistar
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Kyoto sur I’immobilité était Iéger. Cela peut s’expliquer par le fait que le test du FST a eu lieu
apres quatre jours de tests comportementaux. Or, les rats Wistar Kyoto sont trés sensibles aux
événements stressants (O’Mahony et al. 2011), ainsi, leur comportement peut avoir été

modifié par les tests qu’ils ont subis avant le FST.

Les altérations éventuelles de I’axe HHS ou du systéme sympathique n’ont pas été vérifiées,
ici. Cependant, il est décrit dans la littérature, chez ces rats, une augmentation du taux
plasmatique d’ACTH a la suite d’un événement stressant (Pardon, Ma, and Morilak 2003; W.
P. Paré and Redei 1993). De plus, il a été montré dans deux études un volume réduit de
I’hippocampe (Tizabi et al. 2010; Cominski et al. 2014). Ces données physiologiques et
anatomiques confortent ainsi I’existence d’un phénotype de type « dépressif » de cette lignée

de rats.

IIV.4. EFFET ANTIDEPRESSEUR DU MAP4343 SUR LA LIGNEE DE RAT WISTAR
KYOTO

Comme dans le modele de stress psychosocial chronique, le MAP4343 n’a pas agi sur le
poids des animaux. La fluoxétine, en revanche, a réduit le gain de poids a la fin du traitement
comme précédemment décrit dans la littérature (Durand et al. 1999). De plus, le MAP4343 a
augmenté P’activité locomotrice spontanée des animaux. Ce résultat confirme 1’effet obtenu

sur le comportement du toupaye de Belanger.

Les effets du MAP4343 sur le comportement de type «anxieux » des rats WKY sont
contrastés, mais indique une réduction de I’anxieté mesurée chez ces animaux. Lorsque les
WKY sont traités par le MAP4343, le temps passé dans le centre de « /’open field » n’est plus
significativement réduit par rapport aux Wistar suggérant que le traitement réduit la différence

comportementale entre les deux souches. L’effet du traitement sur ’OA index montre
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également un effet de type « anxiolytique », mais celui-ci n’apparait pas significatif dans ce

test.

Contrairement au MAP4343, la fluoxétine n’a pas permis de réduire significativement les
différences comportementales entre les rats WKY et Wistar dans le test de « /’open field ».
Au contraire, elle engendre une activité nulle dans les bras ouverts du labyrinthe en croix
surélevé, signe d’une forte activité de type anxiogénique. Une étude précédente a montré un
effet plus contrasté de la fluoxétine dans le test du labyrinthe en croix surélevé chez ces
animaux. Ainsi une action anxiogénique a été observée 30 minutes aprés une injection aigue
et, de facon surprenante une action anxiolytique 24 h apres cette injection (Griebel et al.
1999). En revanche, I’administration chronique de fluoxetine n’a pas rélévé d’efficacité sur le
comportement anxieux de ces animaux (Durand et al. 1999). Nos résultats confirment une

action anxiogénique de la fluoxetine chez ces animaux lors d’un traitement aigu.

Enfin, le MAP4343 diminue significativement I’immobilit¢é dans le FST alors que la
fluoxétine I’augmente. En effet, il a ét¢ montré chez le rat Wistar Kyoto, qu’un traitement a la
fluoxétine aigu ou chronique ne réduit pas I’immobilité dans le FST (Griebel et al. 1999;

Ldpez-Rubalcava and Lucki 2000).

Le rat Wistar Kyoto possede une résistance aux ISRS dans le test de nage forcée qui n’est pas
strictement retrouvée dans I’EPM (Griebel et al. 1999). Ainsi, nous montrons ici que le
MAP4343 est efficace sur un modele résistant aux ISRS. Les phénoménes biologiques qui
sous-tendent cette résistance ne sont pas €lucidés. Cependant il a été montré que la souche
n’¢était pas autant résistante a la désipramine dans le FST, puisqu’elle y réduit I’immobilité
des animaux aprés 12 jours de traitement ou bien aprés 2 injections successives (W. P. Paré
and Redei 1993; Tejani-Butt, Kluczynski, and Paré 2003). Ce résultat revele une résistance

spécificique et stricte de la souche aux ISRS, ce qui suggere I’implication du systeme
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sérotoninergique dans ce phénomeéne de résistance. L’action du MAP4343 ne semble donc
pas étre empéchée par cette spécificité, ce qui renforce 1'idée que D'effet de type

antidépresseur de notre molécule est original et indépendant des systémes monoaminergiques.

IV.5. MODULATION DU SYSTEME MICROTUBULAIRE DE L’HIPPOCAMPE DANS
LES DEUX MODELES DE DEPRESSION

Tout d’abord, 1I’expression de tubuline o totale n’apparait pas modifiée dans les deux modéles
étudiés au cours de ce travail de these, a savoir le stress psychosocial chez le toupaye et la

souche de rats Wistar Kyoto.

En revanche, des modifications de I’expression des isoformes de la protéine produites lors de
modifications post-traductionelles ont été observées. Ainsi la valeur du ratio Tyr/Glu-Tub est
diminuée chez le toupaye stressé, tout comme chez le rat Wistar Kyoto. Ce ratio, qui reflete
I’expression de tubuline o tyrosinée (Tyr-Tub) par rapport a 1’expression de tubuline o
détyrosinée (Glu-Tub), a une valeur plus faible en raison de la baisse de 1’expression de la
tubuline o tyrosinée. Ce méme phénomeéne avait été observé précédemment dans 1’isolement
social apres le sevrage (M. Bianchi and Baulieu 2012). De méme, une diminution de la Tyr-
Tub avait été observé suite a un stress de contention (Massimiliano Bianchi, Heidbreder, and
Crespi 2003) et suite a un stress chronique imprédictible (Yang et al. 2009). La baisse du ratio
Tyr/Glu-Tub semble un bon marqueur de troubles dépressifs puisque ce phénomene apparait
dans les deux modeles testés ici, confirmant ainsi les données précédemment décrites dans

d’autres modéles.

L’expression de la tubuline a acétylée est moindre chez les toupayes stressés. Cependant, elle
n’est pas plus faible dans la souche Wistar Kyoto que dans la souche Wistar. Dans le modele
d’isolement social apres sevrage chez le rat Sprague Dawley, il fut observé au contraire une

augmentation (non significative cependant) de cette isoforme de tubuline dans I"hippocampe
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((M. Bianchi and Baulieu 2012), alors que dans 1’agmygdale elle fut réduite, et non modifiée
dans le cortex préfrontal. Dans le modéle d’isolement social chez le rat Lister Hooded, aucune
modification dans I’expression de tubuline a acétylée ne fut observée (M. Bianchi et al.
2006). La modulation de tubuline o acétylée apparait donc tres variable en fonction de la

structure étudi¢e, du modele animal utilisé, voire méme de 1’espece.

I serait intéressant de tester d’éventuelles modifications cellulaires structurales associées a ce
changement microtubulaire de I’hippocampe et plus particuliecrement des altérations

synaptiques pouvant étre impliquées dans les troubles dépressifs.

Par ailleurs, une diminution de la proportion de MAP2 phosphorylée est observée chez les
toupayes stressés: cette baisse n’est pas retrouvée chez les rats Wistar Kyoto. La
phosphorylation de MAP2 régule sa fixation au microtubule (Avila, Dominguez, and Diaz-
Nido 1994; MacRae 1997) et semble cruciale pour le maintien de 1’intégrité des microtubules
et pour la formation des dendrites (Sanchez, Diaz-Nido, and Avila 2000; Dehmelt and
Halpain 2005). Ici, la phosphorylation détectée par I’anticorps est située sur la sérine 136
localisée en partie C-terminale, au niveau du site de fixation de MAP2 au microtubule
(Sanchez, Diaz-Nido, and Avila 2000). Il est donc possible que la diminution de la
phosphorylation de MAP2 favorise son attachement aux microtubules et donc leur stabilité.
Ceci restant bien entendu hypothétique dans la mesure ou le rble des nombreuses
phosphorylations de MAP2 est loin d’étre totalement éclairci (Hernandez, Wandosell, and

Avila 1987; Sanchez, Diaz-Nido, and Avila 2000).

IV.6. EFFET DU MAP4343 SUR LE SYSTEME MICROTUBULAIRE HIPPOCAMPIQUE
DANS LES DEUX MODELES UTILISES

Contrairement aux données précédemment décrites, le MAP4343 ne semble pas ici annuler la

baisse du rapport Tyr/Glu-Tub observée dans les deux modeéles de dépression que nous avons
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utilisés. En revanche, notre composé semble avoir un effet spécifique sur la tubuline o
acetylée chez le toupaye qui consiste a annuler la baisse de son expression observée a la suite
du stress psychosocial. Cependant, 1’expression de la tubuline a acétylée n’est pas différente
entre le Wistar et le Wistar Kyoto et la MAP4343 induit au contraire une diminution de cette
isoforme dans ce modele. Il avait été montré précédemment que I’expression de cette
isoforme de tubuline était significativement réduite dans 1’amygdale de rat ayant subi un
isolement social apres le sevrage et que le MAP4343 supprimait cette diminution (M. Bianchi

and Baulieu 2012).

L’ensemble de ces résultats d’analyses par Western-Blot montre que ’action du MAP4343
sur I’expression des différentes modifications post-traductionnelles de la tubuline a n’est pas
reproductible en fonction du modeéle utilisé. Ces résultats ne sont pas suffisants pour élucider
in vivo, le mécanisme d’action du MAP4343 sur le systéme microtubulaire dans
I’hippocampe. Il serait intéressant de tester par des expériences in vitro si la fixation du
MAP4343 a MAP2 a un effet direct sur la phosphorylation de MAP2 et sur les modifications
post-traductionnelles de la tubuline a. De méme, il serait intéressant d’observer son action sur

I’expression de marqueurs de plasticité neuronale.
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V. CONCLUSION

Ce travail de thése a permis de conclure a un effet de type antidépresseur du MAP4343,
confirmant ainsi les précédents résultats décrits par Bianchi et Baulieu (2012). Cette efficacité
apparait robuste puisqu’elle est mise en évidence dans deux modeéles distincts de dépression,

utilisant deux espéces différentes.

Ainsi, le MAP4343 permet d’améliorer les désordres comportementaux, hormonaux et
physiologiques observés dans un modeéle de troubles dépressifs utilisant le toupaye, une
espece proche du primate. Ces effets positifs sont mis en évidence soit des le début du
protocole de stress ou plus tardivement dans notre protocole de stress chronique. Les résultas
sont originaux comme ceux obtenus sur le sommeil ou I’hyperthermie et convergent vers une
efficacité de type antidépresseur du MAP4343. De plus, la molécule est efficace sur la souche
de rat Wistar Kyoto, un modéle endogéne de dépression résistant a certains antidépresseurs
conventionnels, en particulier les ISRS. Enfin, chez ces deux espéces éloignées, le produit ne
montre pas d’effets secondaires visibles comme la perte de poids. Cependant, son mode
d’action via le systéme microtubulaire n’est pas totalement €¢lucidé, mais I’étude présentée ici,
permet d’envisager deux marqueurs : le ratio « Tyr/Glu-Tub » qui semble systématiquement
réduit dans les modeles de dépression et le niveau d’acétylation de la tubuline o qui peut étre
lié a I’action de la molécule. Des études supplémentaires sont nécessaires pour établir un lien
direct entre ces deux marqueurs et les altérations structurales observées dans les troubles

dépressifs ainsi que pour mieux comprendre le mode d’action de la molécule.
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VI. ABREVIATIONS

ACTH : Hormone corticotrope ou adrénocorticotropine

ADN : Acide désoxyribonucléique

ARN : Acide ribonucléique

ARNmM : ARN messager

ATC : antidépresseur tricyclique

CRF ou CRH (Corticotropin Releasing Factor ou Hormone) : corticolibérine

DAT : transporteur de la dopamine

DHEA : dihydroépiandrostérone

EEG : électro-encéphalogramme

EPM (Elevated Plus Maze) : labyrinthe en croix surélevé

FST : test de nage forcée (Forced Swimming Test)

GABA : acide y-aminobutyrique

GDP :guanosine diphosphate

GTP : guanosine triphosphate

GR : récepteur aux glucocorticoides de faible affinité

HDAC : histone déacétylase

148




HEC : hydroxyéthylcellulose

HHS : axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien

IMAO : inhibiteur des monoamines oxydases

ISRS : inhibiteur sélectif de la recapture de la sérotonine

ISRN : inhibiteur sélectif de la recapture de la noradrénaline

LC : locus coeruleus

LMA : activité locomotrice (Locomotor Activity)

MAP : Microtubules Associated Protein, protéine associée aux microtubules

MAP?2 : Microtubules Associated Protein-2, protéine associée aux microtubules de type 2

MR : récepteur aux minéralocorticoides de forte affinite

NET : transporteur de la noradrénaline

OA : indice d’anxiété (Open Arm index)

PBS : solution tampon salin (Phosphate Buffered Saline)

PREG : prégnénolone

PROG : progestérone

PVN : Noyau Paraventriculaire de I’hypothalamus

SDS : Sodium Dodécyl Sulfate
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SERT ou 5-HTT: transporteur de la sérotonine

Tph2 : tryptophane hydroxylase-2

W1 : Rats de la souche Wistar

WAKY : Rats de la souche Wistar Kyoto
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