N

N

Traiter les troubles psychiatriques a ’aide de la
stimulation transcrinienne par courant continu:
approches comportementale et neurobiologique chez la
souris

Soléne Pedron

» To cite this version:

Solene Pedron. Traiter les troubles psychiatriques a ’aide de la stimulation transcranienne par courant
continu: approches comportementale et neurobiologique chez la souris. Psychologie et comportements.
Université de Franche-Comté (UFC), 2016. Francais. NNT: . tel-01667485

HAL Id: tel-01667485
https://theses.hal.science/tel-01667485
Submitted on 19 Dec 2017

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


https://theses.hal.science/tel-01667485
https://hal.archives-ouvertes.fr

\ Ville de
UBFC \&fd Besangon

THESE

en vue de 1'obtention du titre de docteur

ECOLE DOCTORALE

Environnements - Santé

Spécialité : Sciences de la Vie et de la Santé

présentée et soutenue publiquement par

Soléne PEDRON
le 21 novembre 2016

Traiter les troubles psychiatriques a 1'aide de la
stimulation transcranienne par courant continu :
approches comportementale et neurobiologique
chez la souris

Devant un jury composé de :

Catherine BELZUNG, Professeur des Universités (Tours) Rapporteur

David BELIN, Lecturer in Neuroscience (Cambridge) Rapporteur

Mickaél NAASSILA, Professeur des Universités (Amiens) Président du jury

Vincent VAN WAES, MCU (Besangon) Directeur de thése

Emmanuel HAFFEN, PU-PH (Besangon) Directeur de thése

Daniel SECHTER, PU-PH (Besangon) Directeur de thése
<ALaboratoire

de NEUROSCIENCES de Besangon

EA 481 - Laboratoire de Neurosciences Intégratives et Cliniques
2, place du maréchal Leclerc - 25030 Besangon CEDEX






Remerciements

Je tiens tout d’abord a remercier mes trois directeurs de thése, el plus
spécialement Vincent Van Waes, pour m’avoir accompagnée de mes tous pre-
miers pas dans la Recherche, en Master 1, a mes débuts dans [’apres-thése
six ans plus tard. Merci pour m’avoir appris a concilier pratique et théorie,
encouragée a faire mes propres choix, et pour m’avoir offert un grand nombre
d’opportunités de congres el stages.

Un grand merci bien sir a mes deux autres directeurs de thése Emmanuel
Haffen et Daniel Sechter, pour m’avoir accordé leur confiance et donné la
possibilité de réaliser ce travail.

Je remercie également trés sincerement Catherine Belzung, David Belin et
Mickaél Naassila de m’avoir fait ’honneur d’accepter de constituer mon jury.
Merci a Marie-Francoise Suaud-Chagny et Pierre-Yves Risold, membres de
mon comité de suivi de these, pour avoir évalué mon parcours pendant 4 ans
et avoir su me guider et me donner de nouvelles pistes de réflexion.

Je tiens a remercier M. Naassila, ainsi que les Pr. Tseng et Steiner et
leurs équipes respectives, pour m’avoir accueillie dans leurs laboratoires au
cours des deux stages qu’il m’a été donné de réaliser durant cette these.

J'adresse mes chaleureux remerciements a Jean-Louis Millot pour ses
conseils et son soutien notamment lors de mes candidatures aux postes d’en-
seignement.

Merci particulierement a Patrice qui ne croyait pas en ce "truc qui ne
marchera pas” et a par conséquent tout mis en cuvre pour que ¢a fonctionne
encore mieur qu’on ne l’espérait. Merci aussi d’avoir été la quand ['aide lo-
gicielle ne suffisait plus...

Ma gratitude va également & mes (ex-)acolytes Pierre-Edouard et Lucie,
qut ont rendu st vivant le bureau 2135.

Merci a Yvan et Laurence, ainsi qu’a tous les autres MCU qui m’ont
fait profiter de leur savoir et de leur expérience que ce soit en recherche ou
en enseignement ; et plus généralement a tous les autres membres fixes ou
de passage de l'équipe FA481, notamment les nombreuz étudiants qui m’ont
aidée dans mes manips et m’ont appris & encadrer et transmettre.

Merci enfin a ma famille et a mes amis pour leur soutien, et particulie-
rement a Yoan pour avoir bravement relu ce tapuscrit...






Table des matiéres

I

1

Introduction

L’électrothérapie

1.1 Bref historique . . . . . . .. ... oo

1.2 L’électrostimulation moderne . . . . . . ... ... ... ...
1.2.1 La stimulation cérébrale profonde . . . . . . . ... ..
1.2.2 La stimulation du nerf vague . . . . . . . ... ... ..
1.2.3 L’électroconvulsivothérapie . . . . . . . . .. ... ...
1.2.4 La stimulation magnétique transcranienne . . . . . ..
1.2.5 La stimulation électrique transcranienne . . . . . . . .

1.3 La tDCS : principe et mécanisme d’action . . . . ... . ...
1.3.1 Rappels sur le potentiel membranaire . . . . . . .. ..
1.3.2  Aspects physiologiques de la tDCS . . ... ... ...
1.3.3  Autres mécanismes . . . . . . ... ...

La tDCS : applications chez ’Homme

2.1 Applications de la tDCS . . . . .. .. ...
2.1.1 Traiter des troubles neurologiques . . . . . . . ... ..
2.1.2  Diminuer la douleur . . .. .. .. ... ... ...
2.1.3  Traiter des troubles psychiatriques . . ... .. .. ..
214 Chezlesujetsain . . ... ... ... ... ...

2.2 Ciblerle CPFDL . .. . ... ... . ... ... .. .. ...,
2.2.1 Importance des réseaux neuronaux . . . . . . . . . ..
2.2.2  Le cortex préfrontal dorsolatéral . . . . . .. ... ...

2.3 Recherche translationnelle . . . . . .. .. .. ... ... ...

Les modéles animaux

3.1 Notiondemodéle . . . . ... ... ... ... ... ... ...

3.2 Les modéles animaux detDCS . . . . . .. .. .. ... ....
3.2.1 Ttudes sur animaux sains . . . . . . . . ...
3.2.2 Etudes sur modéles de pathologies. . . . . . ... ...

13

15
15
18
18
19
20
21
23
25
26
27
32

37
37
37
40
42
48
93
54
54
o6



6 TABLE DES MATIERES

4 Intérét d’un nouveau modéle 75
II Matériel et méthodes 77
5 Le modéle animal 79
5.1 Sujets . . ..o 79
52 LatDCSchezlasouris . . ... ... .. ... ... ...... 80
5.2.1 Chirurgie . . . .. .. ..o 80

5.2.2 Sessions de stimulation . . . .. ... ... 81

6 Tests comportementaux 83
6.1 Activité locomotrice . . . . . . ... oL 83
6.1.1 En milieu familier . . . . . . . .. ... ... 83

6.1.2 En réponse a la nouveauté . . . . ... ... ... ... 84

6.2 Comportements associés a 'anxiété . . . . . .. ... .. ... 84
6.3 Comportements associés a la dépression . . . . . . . ... ... 85
6.4 Mémoire . . . . . . ... 87
6.4.1 La mémoire visuo-spatiale . . . . ... ... ... ... 87

6.4.2 La mémoire de travail . . . ... .. ... ... .... 88

6.5 Comportements vis-a-vis des drogues . . . . . . .. ... ... 89
6.5.1 Test de libre choix . . . . ... ... .. ... ..... &9

6.5.2 Propriétés appétitives des drogues d’abus . . . . . . . . 90

6.5.3 Test d’auto-administration . . . . . . .. ... ... .. 91

6.5.4 Sensibilisation locomotrice . . . . .. ... ... 93

7 Tests neurobiologiques 95
7.1 Immunohistochimie : étude de la neurogenése . . . ... ... 95
7.1.1 Traitement & la BrdU . . . . . . ... ... .. ... .. 95

7.1.2 Fixation et conservation des tissus. . . . . . . . . . .. 95

7.1.3 Immunohistochimie . . . . . . . . .. .. ... ..... 96

7.1.4 Montage des lames et analyse . . . .. .. .. ... .. 97

7.2 Hybridation in situ : Zif268 . . . .. ... 98
7.2.1 Obtention et préparation des coupes . . . . ... ... 98

7.2.2 Marquage dessondes . . . . . . ... 98

7.2.3 Hybridation i situ . . . . . ..o 99

7.2.4 Révélation et analyse . . . . . ... ... L. 99

8 Traitement des résultats 101
8.1 Présentation des données . . . . . .. .. ... ... ... ... 101

8.2 Statistiques . . . . . . .. 101



TABLE DES MATIERES 7

8.2.1 t-tests . . . .. 101

822 ANOVAs. . . . ... .. .. . . 102

IIT Résultats 103

9 Etude 1 105

9.1 Choix du modéle animal . . . . .. .. .. ... ... ..... 106

9.1.1 Lasouris Swiss . . . . . . . . . . . 107

9.1.2 Protocole de stimulation . . . .. ... ......... 107

9.1.3 Le cortex frontal de la souris . . . . . . ... ... ... 108

9.2 Effets de la tDCS chez la souris . . . . . ... ... ...... 109

9.2.1 Criblage des effets comportementaux . . . . .. .. .. 109

9.2.2 Impact de la polarité et de la position de I'électrode . . 114

0.3 Discussion . . . . . . ... e 116

10 Etude 2 121

10.1 La neurogenese & I'age adulte . . . . . .. ... ... ... .. 121

10.1.1 La néo-neurogenése . . . . . . . . . . . .. ... .. 121

10.1.2 Neurogenése hippocampique et dépression . . . . . . . 124

10.1.3 Neurogenése hippocampique et mémoire . . . . . . . . 126

10.2 La prolifération cellulaire . . . . . . . . ... ... ... .... 128

10.2.1 La tDCS augmente la prolifération cellulaire . . . . . . 128

10.2.2 Impact de I'age des souris . . . . . .. . .. ... ... 129

10.3 Discussion . . . . . . . . ... 131

11 Etude 3 137

11.1 Mode d’action des drogues . . . . . . . .. .. ... ... ... 137

11.2 La tDCS et la consommation de drogues . . . . . ... .. .. 141

11.3 Exposition chronique a la nicotine . . . . . . . . . ... .. .. 142
11.3.1 La tDCS aprés une prise chronique de nicotine a ’ado-

lescence . . . . . ... 143

11.3.2 Discussion . . . . . . . . . e 145

11.4 Exposition a l'alcool . . . . . . . ... ... ... ... ..., 146

11.4.1 tDCS et consommation spontanée d’éthanol . . . . . . 146

11.4.2 tDCS et préférence de place conditionnée par ’éthanol 148

11.4.3 tDCS et rechute en auto-administration. . . . . . . . . 149

11.4.4 tDCS et sensibilisation locomotrice a I’éthanol . . . . . 151

11.4.5 Discussion . . . . . . . . ... 154

11.5 Exposition a la cocaine . . . . . .. .. ... 157

11.5.1 Les ganglionsde labase . . ... ... .. .. ..... 157



8 TABLE DES MATIERES

11.5.2 Cocaine et Zif268 . . . . . . . . . ... 159

11.5.3 tDCS et impact d’une exposition aigué a la cocaine . . 160

11.5.4 tDCS et préférence de place conditionnée par la cocaine 165

11.5.5 Discussion . . . . . . . . . . ... 167

11.6 Conclusion de I'étude 3 . . . . . . . . . ... ... .. .. ... 169
IV Conclusion générale 171
12 Discussion générale 173
12.1 Limites de notre modéle . . . . . . .. ... ... ... .... 174
12.2 Soulager des symptomes psychiatriques . . . . .. .. .. ... 175
12.3 Comprendre les mécanismes de la tDCS . . . .. .. ... .. 177
12.4 Perspective : stimuler a ’adolescence . . . . . .. . ... ... 178
12.5 Conclusion . . . . . . . . . e 180
Annexes 219

A Revue bibliographique - Transcranial direct current stimu-
lation for memory enhancement : from clinical research to
animal models 221

B Article 1 - Repeated transcranial direct current stimulation
prevents abnormal behaviors associated with abstinence from
chronic nicotine consumption 231

C Article 2 - Transcranial direct current stimulation produces
long-lasting attenuation of cocaine-induced behavioral res-
ponses and gene regulation in corticostriatal circuits 241

D Présentation du stimulateur Open-tES 255

Abréviations 257



Avant-propos

Le cerveau est 'organe le plus complexe et peut-étre le plus mystérieux du
corps humain. Bien qu’il ne représente que 2 % du poids d’'un Homme adulte,
il est le centre des fonctions vitales et motrices, et le siége des émotions, du
raisonnement, et des pensées en général.

La possibilité d’exercer un controle externe sur cet organe, que ce soit
pour augmenter ses facultés ou pour traiter ses pathologies, intéresse depuis
I’ Antiquité. Que ce soit par le suivi de programmes d’entrainement spécifiques
(jeux de mémoire, logique...) ou 'administration de drogues, la capacité de
modifier Iactivité cérébrale et les fonctions qui en découlent fait 'objet de
nombreuses études.

Parmi les plus anciennes techniques ayant pour but la modulation cé-
rébrale, se trouve la stimulation par courant électrique; de nos jours elle
constitue une piste sérieuse dans le traitement de pathologies psychiatriques
ou neurologiques. Dans ce cadre, la stimulation transcranienne par courant
continu (tDCS) est une technique relativement récente, dont la popularité a
augmenté ces derniéres années.

Au cours de ma thése, j’ai eu 'occasion d’étudier cette technique sur un
modéle animal, la souris. Beaucoup d’approches auraient pu étre réalisées ;
nous avons décidé d’acquérir une vue d’ensemble des effets de la stimulation
transcranienne sur de nombreux paramétres comportementaux, plutdt que
de nous concentrer sur un critére précis et de I’évaluer en profondeur.

De nombreux partenaires nous ont aidés a réaliser ces travaux. En pre-
mier lieu, la ville de Besancon qui a financé mon allocation de thése pendant
trois ans. Parmi nos autres sources de financement, la Fondation pour la
Recherche en Alcoologie (FRA) nous a accordé plusieurs bourses nous per-
mettant d’acheter du matériel pour nos études.

L’entreprise Dixi microtechniques, & Besancon, a développé une partie du
matériel de stimulation qui nous a été nécessaire pour réaliser la technique
sur la souris.

Au niveau technologique, notre ingénieur de recherche Patrice Andrieu a
développé notre systéme de contention et un générateur de courant spécifique
a I’animal.

Nous avons également réalisé des études en partenariat avec deux la-
boratoires. J’ai ainsi effectué¢ un stage au sein de I’équipe du Pr. Naassila,
du Groupe de recherche sur 1'alcool et les pharmacodépendances (GRAP) a
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Amiens (INSERM ERI 24), et un autre dans les équipes du Pr. Steiner et
du Pr. Tseng de la Chicago Medical School (Rosalind Franklin University,
North Chicago).

Enfin, les travaux de cette thése sont a replacer dans le cadre d’une re-
cherche translationnelle sur les effets de la tDCS effectuée au laboratoire,
avec des équipes travaillant sur modéle animal ou chez le sujet humain. En
plus de notre laboratoire, d’autres structures telles que le centre hospitalier
universitaire et le Centre d’Investigation Clinique - Innovation Technologique
(CIC-IT 808) de Besangon interviennent dans cette recherche, sous la coor-
dination du Pr. Emmanuel Haffen.



Résumeé

La stimulation transcranienne par courant continu (tDCS) est une tech-
nique non invasive qui permet de modifier I'excitabilité corticale au moyen
d’un faible courant électrique délivré a travers le crane. Peu cotteuse et bien
tolérée, elle est de plus en plus étudiée pour I’élaboration de nouveaux traite-
ments de troubles psychiatriques tels que la dépression et 'addiction. Cepen-
dant ses mécanismes d’action sont méconnus, d’ou la nécessité de recherches
complémentaires sur 'animal.

L’objectif de ma thése était de mettre en place un modele animal de tDCS
pour 1) caractériser chez la souris les comportements affectés par des sessions
répétées de tDCS; 2) commencer a appréhender les mécanismes neurobiolo-
giques sous-tendant ses effets; et 3) évaluer le potentiel de la tDCS comme
aide au sevrage pour différents psychotropes.

Nous avons stimulé le cortex frontal des souris par un courant anodique
de 0.2 mA (2x20 minutes/jour, 5 jours consécutifs).

Nos données indiquent que la tDCS a un effet bénéfique sur les com-
portements associés a la dépression et a la mémoire (visuo-spatiale et de
travail) apparaissant trois semaines aprés la tDCS. Nous avons ensuite quan-
tifié la prolifération cellulaire au niveau de ’hippocampe et montré qu’elle est
plus importante chez les souris stimulées par tDCS. Enfin, la tDCS impacte
les effets comportementaux et neurobiologiques de différentes drogues. No-
tamment, certains effets délétéres d’'une prise chronique de nicotine pendant
’adolescence (test de la nage forcée, préférence de place conditionnée) sont
annulés par la tDCS. Cette technique diminue aussi la valeur hédonique de
la nicotine et de la cocaine (préférence de place conditionnée), ainsi que la
rechute de consommation d’alcool (auto-administration par voie orale) aprés
extinction du comportement. Enfin, elle diminue les effets comportementaux
(locomotion) et moléculaires (induction de Zif268 dans les circuits cortico-
striataux) d’une exposition aigué a la cocaine.

Nos résultats sont cohérents avec les données cliniques recueillies chez
I’'Homme et soutiennent I'hypothése que la tDCS pourrait étre un traite-
ment complémentaire bénéfique pour diverses pathologies. Ils ouvrent la voie
a différentes études complémentaires, pour lesquelles notre modéle animal
constitue un outil intéressant.
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1 L’électrothérapie

1.1 Bref historique

La stimulation transcranienne par courant continu (tDCS) est une tech-
nique de neuromodulation qui s’inscrit dans le champ plus général de 1’élec-
trothérapie (emploi de 1’électricité dans un but thérapeutique).

La possibilité de traiter certaines pathologies par 1’électricité n’est pas
une idée nouvelle; les premiéres traces d’électrothérapie remontent au I*
siecle de notre ére. Un médecin romain, Scribonius Largus, décrivait alors
I'utilisation de raies électriques vivantes du genre torpedo pour soulager les
maux de téte et la goutte, par application respectivement sur le front ou sous
le pied (Tsoucalas et al., 2014).

Néanmoins, il faudra attendre la fin du XVITI®™® siécle et les travaux de
Luigi Galvani et d’Alessandro Volta de Palua pour que de premiéres études,
qui seront & 'origine de l'utilisation du courant continu en clinique, soient
menées sur 'animal. En 1806, Giovanni Aldini, neveu de Galvani, reporta
Iefficacité de I'application d’un courant électrique au niveau du lobe pariétal
(figure 1.1, A) pour soulager une dépression sévére (Macdonald, 1993).

FIGURE 1.1 - A/ Représentation de la stimulation d’un sujet humain par cou-
rant galvanique selon Aldini; tiré de Stagg et Nitsche (2011). B/ Générateur
de courant galvanique utilisé par Arndt; tiré de Steinberg (2013).

15



16 CHAPITRE 1. I’ELECTROTHERAPIE

Dés la fin du XIX®™ siécle, deux psychiatres allemands, Rudolph Gott-
fried Arndt et Wilhelm Tigges, ont conduit des études sur des groupes de
patients dépressifs ou psychotiques. Ils ont utilisé une technique d’électro-
stimulation appliquée sur la surface de la peau (principalement de la téte) ;
les détails du protocole tels que l'intensité de courant et le temps de stimu-
lation sont cependant manquants (figure 1.1 B). Tigges différencia plusieurs
groupes de patients en fonction de leurs symptomes et conclut que I’électro-
thérapie était efficace dans une certaine mesure chez des patients dépressifs,
et pourrait méme étre recommandée comme traitement quand les thérapies
conventionnelles ne fonctionnent pas (Steinberg, 2013).

Cette technique de stimulation sera mise de c6té dans la premiére partie
du XX®™® sigcle, du fait notamment de la découverte de 1’électroconvulsivo-
thérapie par Bini et Cerletti en 1938. Cette autre méthode d’électrostimula-
tion consiste a provoquer une crise d’épilepsie par administration de trains
d’impulsion d’intensité variable, et a fait preuve d’efficacité par exemple dans
le traitement de dépressions résistantes aux traitements médicamenteux.

La stimulation transcranienne par courant continu réapparait dans les
années 1960. Les équipes de Creutzfeldt et al. (1962), puis de Bindman et al.
(1964) démontrent que le passage d'un courant continu appliqué a la surface
corticale entraine des modifications de l'activité électrique des cellules ner-
veuses chez 'animal (respectivement sur I’encéphale isolé de chat et sur le
rat anesthésié), et que ces modifications perdurent plusieurs heures aprés une
stimulation de 5 & 10 minutes. En 1964, Lippold et Redfearn étudient 1’ef-
fet d’un courant continu sur le comportement de sujets humains. Une petite
électrode polarisante est placée au-dessus de chaque sourcil, et une électrode
de référence au niveau du genou. L’intensité et la durée de la stimulation sont
variables (entre 1 et 3 mA, de quelques minutes & plusieurs heures en fonction
de la tolérance du sujet), et chaque sujet recoit une stimulation par un courant
de polarité positive et une stimulation par un courant de polarité négative.
Les auteurs concluent de leurs observations qu’une stimulation scalp-positive
a un effet excitateur notamment sur la vigilance et 'interaction avec ’envi-
ronnement (volubilité, rire...), tandis qu'une stimulation scalp-négative a un
effet opposé (inhibition, retrait observés par Uentourage ; Lippold et Redfearn
(1964)).

Plusieurs études cliniques contrélées ou non sont alors réalisées par dif-
férentes équipes sur des patients dépressifs. Les patients sont traités par des
stimulations scalp-positives (électrodes placées selon la position décrite pré-
cédemment), d’une intensité variant de 0.02 & 0.25 mA en séances répétées
de plusieurs heures chacune (Redfearn et al., 1964 ; Costain et al., 1964). Les
auteurs font état d’améliorations significatives chez certains de ces patients
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(étude de cas avec observations basées sur le ressenti chez Redfearn et al.
(1964) ; essai controlé avec des scores établis par le psychiatre, le personnel
soignant, et le patient lui-méme chez Costain et al. (1964)). Cependant, du
fait d’une part de difficultés de reproductibilité des résultats et d’autre part
du développement de la psychopharmacologie (apparition des psychotropes
pour le traitement de diverses maladies psychiatriques), le traitement par
tDCS est de nouveau mis a I’écart.

C’est pourtant a la méme époque qu'un neurophysiologiste, José Delgado,
devient célébre pour ses travaux visant a controler électriquement le cerveau
(y compris humain). Son résultat le plus médiatisé est d’avoir arrété un tau-
reau en pleine charge lors d'une démonstration dans une aréne a Cordoue,
en 1963. Delgado avait préalablement placé un implant cérébral, via lequel
il stimula (au moyen d’une télécommande) le noyau caudé de ’animal pour
controler ses mouvements. Ses travaux menérent a de vives critiques, 1’obli-
geant a se tourner vers des études moins controversées; toujours est-il que
lui aussi envisageait l'utilisation de stimulations cérébrales pour un usage
thérapeutique (Delgado, 1977).

EEp g e )
e > . o
| —— o

"

FIGURE 1.2 — Images d’archive montrant José Delgado lors de sa démons-
tration dans une aréne a Cordoue (1963). Le neurophysiologiste controla les
mouvements d’un taureau via un stimulateur cérébral implanté puis com-
mandé a distance.

C’est a la fin des années 1990 qu’une équipe romaine étudie 'effet de
la polarisation cérébrale sur 'excitabilité du cortex moteur chez des sujets
humains (Priori et al., 1998). Une électrode est posée sur le cortex moteur
gauche, et l'autre sur le menton. Un courant d’une intensité variable (maxi-
mum 0.5 mA) est délivré pendant sept secondes et 'amplitude des potentiels
évoqués moteurs (c’est-a-dire la réponse musculaire faisant suite a la sti-
mulation magnétique transcranienne -TMS- du cortex moteur) est mesurée.
Cette étude confirme que la stimulation transcranienne module 'excitabilité
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corticale d’une maniére dépendante de 'intensité et de la polarité du courant.

Cette publication a entrainé un regain d’intérét pour cette méthode de
stimulation électrique, qui prend le nom de stimulation transcranienne par
courant continu.

1.2 Les différentes techniques modernes d’élec-
trostimulation

L’électrothérapie a commencé a étre réellement utilisée en clinique par
les neuropsychiatres dés le XIX®™® siécle, et renvoyait a Uapplication directe
de courants soit sur la peau, soit sur les nerfs proches de la source de la
pathologie ou de l'organe affecté. Les pathologies psychiatriques étant alors
considérées comme des maladies du cerveau, 1'électricité était appliquée a
travers le crane.

A partir de 1a, plusieurs techniques d’électrothérapie ont été étudiées, et
pour certaines utilisées en clinique pour traiter les troubles neuropsychia-
triques. Les deux premiéres sont dites invasives, car elles impliquent une
lésion de l'organisme. Les autres sont actuellement décrites comme faisant
partie des stimulations non invasives, bien que certains auteurs contestent
I'emploi de ce terme et la définition générale d’une "procédure invasive"
(Davis et van Koningsbruggen, 2013).

1.2.1 La stimulation cérébrale profonde

Cette technique a été découverte par hasard en 1987 par le neurochirur-
gien Alim-Louis Benabid alors qu’il opérait un patient atteint de tremble-
ments. L’opération a I’époque consistait a léser une zone supposée respon-
sable de la pathologie a traiter; la zone optimale était repérée en observant
les effets d’une stimulation des neurones avoisinants. Le professeur Benabid
décida de tester 'effet de différentes fréquences de stimulation et remarqua
que les tremblements de son patient disparaissaient sous stimulation a haute
fréquence (> 100 Hz; DeLong MR et Benabid A (2014)). De l1a découla I'idée
d’implanter une électrode dans la zone cible et un stimulateur généralement
en zone sous-claviculaire du patient, alors éveillé et conscient (figure 1.3).
Une stimulation a 130 Hz est réalisée pendant I'opération et les paramétres
de stimulation optimaux (permettant d’observer une amélioration des symp-
tomes sans apparition d’effets indésirables) sont progressivement recherchés
(Breit et al., 2004). Typiquement ils sont compris entre 1 et 3.5 V, 60 et
210 ps de largeur d’impulsion, et entre 130 et 185 Hz de fréquence (Kuncel
et Grill, 2004).
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Si cette technique a révélé son efficacité dans le soulagement des symp-
tomes de la maladie de Parkinson, elle est également étudiée pour le trai-
tement d’autres troubles psychiatriques tels que les troubles obsessionnels
compulsifs ou encore la dépression (les zones cérébrales traitées variant se-
lon les auteurs; Kuncel et Grill (2004)). Cela étant, elle reste une technique
trés invasive, nécessitant une lourde chirurgie consistant & implanter des élec-
trodes profondément dans le cerveau. Aussi encore peu de patients en béné-
ficient (en 2015, environ 5 & 10 % des patients parkinsoniens en France selon
I'INSERM).

FIGURE 1.3 — Schéma du montage dans le cadre du traitement par stimulation
cérébrale profonde. Adapté du site du National Institute of Mental Health
(www.nimh.nih.gov).

1.2.2 La stimulation du nerf vague

Une autre technique de stimulation électrique nécessitant I'implantation
d’un dispositif est la stimulation du nerf vague. Un petit générateur d’im-
pulsions électriques est implanté dans la paroi supérieure gauche du thorax;
il est lié & une électrode placée au niveau du nerf vague gauche dans le cou
(figure 1.4). Cette forme de thérapie est invasive car nécessite une chirurgie,
mais a des effets secondaires la plupart du temps peu intenses et transitoires
(enrouement, sensation d’inconfort dans la gorge, toux). Utilisée pour traitée
I’épilepsie résistante, cette technique a montré une efficacité pour amélio-
rer ’humeur des patients épileptiques. Elle est donc, depuis, aussi étudiée
comme traitement d’autres troubles psychiatriques tels que les troubles de
’humeur (dépression) ou encore la maladie d’Alzheimer (Vonck et al., 2014).
L’efficacité de la stimulation du nerf vague sur la dépression pourrait s’ex-
pliquer par une augmentation de la sécrétion de monoamines (sérotonine,
noradrénaline), qui augmenterait la plasticité cérébrale au niveau de ’hippo-
campe. De nouveaux neurones pourraient ainsi intégrer et rétablir les réseaux
cortico-limbiques affectés par la dépression (Grimonprez et al., 2015).
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FIGURE 1.4 — Schéma du montage dans le cadre du traitement par stimu-
lation du nerf vague. Adapté du site du National Institute of Mental Health
(www.nimh.nih.gov).

1.2.3 L’électroconvulsivothérapie

Cette technique de stimulation cérébrale, appelée également sismothéra-
pie (ou plus couramment électrochocs), est historiquement considérée comme
invasive, car a ses débuts elle engendrait des traumatismes physiques irréver-
sibles.

Elle a vu le jour dans les années 1930 ; a cette époque, différents médecins
s’intéressaient a des traitements par convulsions contre les maladies mentales.
Ainsi par exemple, le psychiatre hongrois Meduna émit ’hypothése d’une re-
lation inverse entre épilepsie et schizophrénie, et chercha a guérir ses patients
schizophrénes en leur causant une crise d’épilepsie par injection d’huile de
camphre (puis, par la suite, de pentylénetétrazole, un antagoniste GABA).
Les effets secondaires de ce traitement étaient extrémement traumatisants,
poussant diverses équipes a rechercher des méthodes alternatives pour induire
les convulsions. C’est en 1938 que Cerletti et Bini traitérent un premier pa-
tient souffrant d’hallucinations par électroconvulsivothérapie (ECT) (Payne
et Prudic, 2009).

De nos jours, ce traitement est encore réalisé pour traiter divers troubles
psychiatriques tels que les dépressions résistantes. Il est réalisé sous anesthé-
sie et myorelaxant ; le placement des électrodes est unilatéral (figure 1.5) ou
bilatéral, et le courant délivré peut étre sinusoidal (usage ancien) ou continu
a ondes carrées bréves pulsées. Le praticien doit définir le seuil épileptogéne
du patient (quantité d’énergie nécessaire pour induire une crise convulsive
généralisée ; Haute autorité de santé, anciennement Agence nationale d’ac-
créditation et d’évaluation en santé ANAES (1997)). Les paramétres du cou-
rant délivré sont de l'ordre de 500 & 800 mA, 20 & 120 Hz, pour une durée
d’impulsion de 0.3 & 2 millisecondes et une durée de stimulation ne dépassant
pas 8 secondes (Sienaert et al., 2007).
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Bien que cette technique ait souffert d’une mauvaise publicité en raison
d’un courant anti-psychiatrique dans les années 1960/1970 et de médias re-
latant des abus médicaux au début de son utilisation - tels que le film Vol
au dessus d’un nid de coucou (Milos Forman, 1975) -, son efficacité a lar-
gement été démontrée dans le cadre du traitement des troubles de I’humeur

(par exemple, efficacité allant jusqu’a 90 % chez les patients souffrant de
dépression majeure ; ANAES (1997)).

FIGURE 1.5 — Schéma du montage de type unilatéral dans le cadre du trai-
tement par électroconvulsivothérapie. Tiré du site du National Institute of
Mental Health (www.nimh.nih.gov).

1.2.4 La stimulation magnétique transcranienne

Parmi les techniques de stimulation cérébrale non invasives, la stimu-
lation magnétique transcranienne (TMS) est actuellement utilisée dans le
traitement de divers troubles psychiatriques et comme outil d’investigation
en recherche clinique. Le stimulateur est composé d’une bobine qui produit
un champ magnétique pouvant aller jusqu’a 2 Tesla et durer 100 ms (Lefau-
cheur, 2009). Un courant électrique passant dans la bobine génére un champ
magnétique, qui lui-méme génére un champ électrique secondaire capable de
produire une dépolarisation (excitation) des neurones (figure 1.6).

En fonction de divers paramétres (type de la bobine, orientation par rap-
port au crane, intensité du champ magnétique...), les effets de la stimulation
varient (Vidailhet et al., 2005).

Plusieurs types de stimulations peuvent étre réalisés. Les stimulations de
type unique (single-pulse) ou double (paired-pulse) sont utilisées en recherche
comme outil d’investigation des fonctions physiologiques; une seule ou deux
impulsions sont délivrées, par exemple dans le but de générer un potentiel
évoqué moteur en réponse a la stimulation du cortex moteur. En revanche,
en clinique, afin de moduler durablement I'activité d’une zone corticale d’in-
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térét, la stimulation se fait selon une modalité répétitive, a savoir que des
impulsions ou des séries de trains d’impulsion sont délivrées a intervalle ré-
gulier; on parle alors de stimulations magnétiques transcraniennes répétées
(rTMS). En général, une stimulation a basse fréquence (<1 Hz) entraine une
diminution de I'excitabilité corticale tandis qu’une stimulation & haute fré-
quence (>5 Hz) augmente Pactivité des neurones cibles (Burt et al., 2002
; Lefaucheur, 2009). Ces effets passeraient par une modulation de la plas-
ticité synaptique (modulation de la dépression ou de la potentialisation a
long terme; Lefaucheur (2009)). Généralement bien tolérée, cette technique
a peu d’effets secondaires (contractions musculaires, maux de téte dans 10 a
30 % des cas; Burt et al. (2002)). Quelques rares cas de crises d’épilepsie ont
été reportés suite a une stimulation, mais datent d’une période antérieure a
I’établissement de régles standard de sécurité.

Bien que nécessitant un appareillage spécifique cotliteux et non trans-
portable, cette technique apparait intéressante pour le traitement de divers
troubles neurologiques et psychiatriques, notamment la dépression. La durée
de ses effets bénéfiques reste cependant méconnue ; elle pourrait augmenter
en cumulant les sessions sur une période plus longue que celle habituellement
décrite dans les articles (1 & 2 semaines). Enfin, il reste a déterminer les para-
métres optimaux de stimulation pour chaque pathologie traitée (Burt et al.,

2002).
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FIGURE 1.6 — Schéma du dispositif de stimulation magnétique transcra-
nienne (TMS). Adapté du site du National Institute of Mental Health
(www.nimh.nih.gov).

A noter qu’il existe aussi une alternative magnétique a 'ECT : la MST
(pour Magnetic Seizure Therapy) consiste & appliquer un champ magnétique
de haute fréquence (par exemple, 100 Hz) pour provoquer une crise d’épilep-
sie. Cette technique combinerait les avantages de PECT (efficacité) et de la
TMS (sécurité), et est étudiée dans le cadre du traitement des troubles de



1.2. L’ELECTROSTIMULATION MODERNE 23

I'humeur (Cretaz et al., 2015).

1.2.5 La stimulation électrique transcranienne

L’activité corticale peut également étre modulée par ’application de cou-
rants électriques faibles a travers le cuir chevelu des sujets, et ceci de maniére
non invasive.

Les stimulations transcraniennes électriques sont de plusieurs types; la
plus étudiée a ce jour est la stimulation transcranienne par courant continu
(tDCS), objet de cette thése. Le principe de base est simple : une batterie
génére un faible courant continu délivré au cerveau par une électrode posi-
tionnée sur le cuir chevelu en regard d’une zone cible (figure 1.7). Ce courant
parcourt le cerveau, modulant ’activité neuronale, et sort via une seconde
électrode qui ferme le circuit. Cette technique est généralement trés bien
tolérée et on ne lui connait pas d’effets secondaires sérieux (Kessler et al.,
2012). Notons qu’elle a pour caractéristique - souvent décrite comme un de
ses avantages - de stimuler une zone assez large du cortex cérébral ; mais il
en existe une variante, la tDCS haute définition (HD-tDCS), qui permet une
stimulation trés focale grace a de petites électrodes en gel (To et al., 2016).

D’autres formes de stimulation peuvent étre réalisées; notamment, la
tDCS peut étre pulsée (tPCS, stimulation cyclique par un courant continu).
En tDCS, nous sommes en courant continu : le courant s’écoule dans une
direction (les électrons circulant de la borne négative a la borne positive
d’une batterie). A T'opposé, nous pouvons stimuler en courant alternatif : les
électrons circulent alors alternativement dans une direction puis dans ’autre
selon un cycle régulier. Ainsi il existe des modalités de stimulation par cou-
rants alternatifs et sinusoidaux (tACS), ou de stimulation transcranienne par
bruit aléatoire (tRNS : le courant varie de fagon aléatoire) (Paulus, 2011).

Si la tACS est réalisée avec un décalage en tension (offset) suffisant pour
polariser le courant, cette technique prend le nom d’otDCS (pour tDCS oscil-
latoire ; Herrmann et al. (2013)) (figure 1.7). La tRNS aussi peut étre réalisée
avec un offset ; 'équipe de Ho et al. (2015) a d’ailleurs montré que cette mo-
dalité serait plus efficace que la tRNS sans offset (courant non polarisé) pour
augmenter ’excitabilité corticale.

Notons que si pour la tDCS, le facteur le plus important influencant les
effets observés est la polarité du courant, pour la tACS il s’agit de la fréquence
du courant.
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FIGURE 1.7 — A/ Montage pour la stimulation électrique transcranienne. Ici,
I’anode est placée sur le cortex préfrontal dorsolatéral gauche, et la cathode
sur 'aire supra-orbitaire controlatérale. Adapté de Dayan et al. (2013). B/
Les différentes modalités de stimulation électrique transcranienne. tDCS : sti-
mulation transcranienne par courant continu; tPCS : tDCS pulsée ; otDCS :
tDCS oscillatoire ; tACS : stimulation transcranienne par courant alternatif;
tRNS : stimulation transcranienne par bruit aléatoire. Adapté de Herrmann
et al. (2013) et de Saiote et al. (2013).

Le cerveau émet des ondes cérébrales a des fréquences définies. Dans le cas
de la tPCS, tACS ou tRNS, les fréquences électriques appliquées permettent
la modulation des rythmes corticaux intrinséques (biologiques). Ainsi ces
techniques permettraient de rectifier des ondes pathologiques, voire de rem-
placer un signal absent. Stimuler une zone corticale précise par cette méthode,
a une fréquence proche de celle des ondes cérébrales normales, modifie I'exci-
tabilité corticale : par exemple, Moliadze et ses collaborateurs ont montré (via
I'étude des potentiels évoqués moteurs) que 1'application de la tACS & haute
fréquence (140 Hz) pendant 10 minutes et & 1 mA permettait d’augmenter
Iexcitabilité du cortex moteur, et que les effets observés dépendaient de la
fréquence appliquée (Moliadze et al., 2010). Ce type de stimulation pour-
rait se révéler intéressant dans le traitement des troubles du mouvement, et
plus généralement des troubles psychiatriques associés a des ondes cérébrales
anormales.

La tRNS consiste a appliquer un courant alternatif a des fréquences aléa-
toires sur une région cible du cortex. Le spectre de fréquences complet va de
0.1 & 640 Hz; les plus hautes fréquences (a partir de 100 Hz) permettraient
d’augmenter I’excitabilité corticale (mesure des potentiels évoqués moteurs
aprés stimulation du cortex moteur) et d’améliorer les performances dans un
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test de mémoire implicite aussi bien, voire mieux, que la tDCS, ceci en s’af-
franchissant de la contrainte liée au choix de la polarité de courant (Terney
et al., 2008 ; Fertonani et al., 2011).

Enfin, pour la tACS et la tRNS, I'intensité du courant pourrait déterminer
le caractére inhibiteur ou excitateur de la stimulation. L’équipe de Moliadze
a pu ainsi prouver que pour une stimulation par tACS aux paramétres ci-
tés ci-avant (stimulation du cortex moteur & une fréquence de 140 Hz, 10
minutes) ou pour une stimulation par tRNS (spectre de fréquence complet,
soit jusqu’a 640 Hz), un courant de faible intensité (0.4 mA) entrainait une
inhibition alors qu’un courant de plus forte intensité (1 mA) entrainait une
augmentation de Pexcitabilité corticale (Moliadze et al., 2012). Les intensi-
tés intermédiaires restaient sans effet sur I'intensité des potentiels évoqués
moteurs.

Pour conclure, les techniques de stimulation électrique comprennent dé-
sormais un large éventail de paramétres : type de courant, intensité, fréquence
d’oscillations... Le choix des modalités de stimulation se base actuellement
sur des hypothéses concernant les effets qu’elles provoqueront, les paramétres
optimaux restant a déterminer.

Pour ces différentes techniques aucun effet secondaire sérieux n’a encore
été rapporté dans les conditions préconisées d’utilisation (Loo et al., 2011),
et leur facilité d’exécution (bien que ces stimulations doivent étre réalisées
par un professionnel formé et sous la supervision d’un médecin, le dispositif
nécessaire est peu colteux et portatif) en font une piste intéressante pour le
traitement de diverses pathologies (avec possibilité de le réaliser & domicile).

1.3 La tDCS : principe et mécanisme d’action

Le terme de "stimulation transcranienne par courant continu" désigne
donc une technique de stimulation cérébrale qui utilise un courant continu,
de faible intensité, dirigé vers une aire cérébrale spécifique.

L’un des avantages de cette technique, outre son caractére non invasif,
consiste en la simplicité de son appareillage, composé d'un générateur de
courant et de deux électrodes de polarité différente. Les électrodes sont en-
duites de gel conducteur et placées sur le scalp du sujet; le courant circule
de la cathode (électrode chargée négativement) vers 'anode (chargée po-
sitivement) & travers la boite cranienne (Nitsche et al., 2008). La position
des électrodes, le temps et la fréquence de stimulation varient en fonction
de I'effet que I'on souhaite étudier; le courant est appliqué pendant plusieurs
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minutes avec une montée (=fade in) et une descente (=fade out) progressives
(par exemple, chez 'Homme, montée de 0 & 2 mA en 10 secondes, stimulation
a 2 mA pendant 20 minutes, puis descente en 10 secondes). Les variations
progressives du courant servent a éviter le ressenti de sensations désagréables
au moment de 'application du courant.

1.3.1 Rappels sur le potentiel membranaire

Afin d’expliquer les effets générés par le passage d’un courant électrique
au niveau d’un neurone, il apparait important de rappeler quelques notions
sur la physiologie des cellules excitables.

Le potentiel de repos

Le neurone est une cellule excitable, qui utilise des signaux électriques
pour transmettre une information. Au repos, si 'on introduit une microélec-
trode dans un neurone et une électrode de référence dans le milieu extracel-
lulaire, on peut mesurer une différence de potentiel de part et d’autre de
la membrane : I'intérieur de la cellule est négatif par rapport a 'extérieur.
Cette différence, stable, est appelée potentiel de repos. On définit la valeur
du potentiel de repos & environ -70 mV.

Le potentiel d’action

Une stimulation arrive sur un neurone, entrainant une ouverture de ca-
naux sodiques voltage-dépendants enchassés dans sa membrane, ce qui pro-
voque une dépolarisation. Si la valeur du seuil d’excitabilité de la cellule est
atteinte (environ -50 mV), il y a formation d’un potentiel d’action (figure
1.8) : (1) un maximum de canaux sodiques voltage-dépendants s’ouvre ; les
ions Na™ rentrent alors massivement dans le milieu intracellulaire (phase
ascendante : dépolarisation rapide de la membrane). (2) Lorsque la concen-
tration en Na't a atteint une certaine valeur (+30 mV), les canaux sodiques
s’inactivent. (3) Les canaux potassiques voltage-dépendants s’ouvrent envi-
ron 1 ms apreés que le seuil d’excitabilité ait été atteint, laissant sortir les ions
K™ : phase de repolarisation. (4) Les canaux K™ mettent plus de temps a
se refermer, entrainant une hyperpolarisation. (5) Pour retrouver I’équilibre
électrochimique, les pompes Na™ et K™ prennent le relais, faisant sortir les
ions KT et entrer les ions Na™ pour permettre au potentiel de retrouver sa
valeur de repos (Bear et al., 2007).
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FIGURE 1.8 — Les différentes étapes conduisant au déclenchement dun po-
tentiel d’action, décrites dans le texte : (1) dépolarisation ; (2) inactivation

des canaux sodiques; (3) repolarisation; (4) hyperpolarisation ; (5) retour au
potentiel de repos.

Notons que contrairement a d’autres techniques de stimulation, telles que
la stimulation magnétique transcranienne (TMS), la tDCS n’entraine pas
directement la formation d’un potentiel d’action, mais modifie I'excitabilité
neuronale au niveau du site de stimulation (figure 1.9); c’est pourquoi il
serait plus judicieux de parler de neuromodulation que de stimulation.

1.3.2 Aspects physiologiques de la tDCS

Apport des études sur la polarisation

Les premiéres études menées dans les années 1960 ont démontré qu'un
faible courant appliqué au niveau cortical modifie I'excitabilité neuronale
pendant et aprés la stimulation (Bindman et al., 1964). Ainsi, dans le cas
d’une stimulation par courant continu, I’anode entraine une dépolarisation
membranaire qui, rapprochant les neurones de leur seuil d’activation, aug-
mente les chances de décharge neuronale (formation d’un potentiel d’action ;
figure 1.9 A). Au contraire la cathode entraine une hyperpolarisation qui di-
minue ’excitabilité neuronale (figure 1.9 B). Néanmoins, cet effet dépend de
la position des neurones dans le cortex (P’activation des neurones des couches
profondes serait au contraire plutot facilitée par la cathode et inhibée par
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I'anode ; Purpura et McMurtry (1965)).
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FI1GURE 1.9 — Effet d'un courant continu d’une intensité de 0.01 mA sur la
décharge neuronale. A/ Polarisation anodique : augmentation du nombre de
décharges neuronales (au-dessus) par rapport au controle (en dessous). B/
Polarisation cathodique : diminution du nombre de décharges neuronales par
rapport au controle. pe : tracé correspondant au potentiel évoqué (toutes
les 2 secondes) ; d : tracé correspondant a la décharge neuronale. Adapté de
Bindman et al. (1964).

Apport des potentiels évoqués moteurs : études pharmacologiques

Un potentiel évoqué (PE) est une modification de I'activité électrique du
systéme nerveux en réponse a une stimulation extérieure. Les PE moteurs
sont obtenus en stimulant le cortex moteur (la plupart du temps par TMS;
voir 1.2.4) et en enregistrant ’amplitude de réponse par électromyographie
(via des électrodes cutanées) au niveau du muscle cible.

La mesure des potentiels évoqués permet 1’étude du fonctionnement du
systéme nerveux sous diverses conditions (fonctionnement normal, patholo-
gique...). Elle a largement contribué a la caractérisation des effets de la tDCS,
comme présenté dans les études ci-dessous.

Ces effets peuvent étre différenciés en effets immeédiats (pendant) et ré-
percussions (aprés la stimulation), résumés dans le tableau 1.1.

A/ Effets immeédiats : la stimulation anodique implique principalement
une modulation des canaux sodiques membranaires. En effet, leur blocage
(par la carbamazépine) annule 'augmentation de I'excitabilité normalement
observée. De maniére plus modérée, un blocage des canaux calciques (flu-
narizine) diminue Pefficacité de la tDCS; cet effet moindre du blocage des
canaux calciques s’explique par la prédominance des canaux sodiques dans
le controle des variations de potentiels membranaires (Nitsche et al., 2003a).
En revanche, le blocage de ces canaux ioniques n’a aucun effet sur I'hy-
perpolarisation induite par une stimulation cathodique. Ceci pourrait s’ex-
pliquer par le fait que physiologiquement, I’hyperpolarisation implique déja
une inactivation des canaux sodiques et calciques (Nitsche et al., 2003a).
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B/ Répercussions : 1a encore le blocage des canaux sodiques ou calciques
ne supprime les effets que d’une stimulation anodique (et non cathodique).

Les récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA) ont été choisis comme
cible d’intérét pour I'étude des mécanismes de la tDCS. Ces récepteurs ca-
naux (perméables aux ions Na®, K* et Ca™™) sont en effet impliqués dans
les processus de plasticité cérébrale tels que la potentialisation et la dépres-
sion a long terme (PLT et DLT, trés étudiés notamment pour leur role dans
plusieurs types de mémoire ; Liischer et Malenka (2012)).

Dans les conditions normales ces récepteurs sont inactifs. Lorsqu’un neu-
rone présynaptique libére une quantité suffisante de glutamate (principal
neurotransmetteur activateur du systéme nerveux central) pour que le seuil
d’activation d’un neurone postsynaptique soit dépassé, les récepteurs NMDA
de ce second neurone s’ouvrent et des ions calcium entrent massivement. Ils
déclenchent alors une cascade de réactions moléculaires qui aboutit a une
modification durable de la synapse (figure 1.10).
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FIGURE 1.10 — Schéma des mécanismes conduisant a la potentialisation a long
terme. Aprés une stimulation & haute fréquence, du glutamate est excrété
dans la synapse (1). Il se fixe sur deux types de récepteurs : AMPA et NMDA
(2). Les AMPA R s’ouvrent, laissant entrer des ions Na™ qui provoquent une
dépolarisation (3). La dépolarisation provoque le départ de I'ion Mg™t qui
bloquait le NMDA R (4); le récepteur laisse alors entrer préférentiellement
les ions Ca™*™, qui déclenchent une cascade de signalisation (5) aboutissant
au renforcement de la synapse. Un message rétrograde serait ensuite envoyé
vers I’élément pré-synaptique, permettant le maintien de la PLT.
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L’équipe de Liebetanz a bloqué ces récepteurs au moyen d’un antagoniste,
le dextrométhorphane (administré a des sujets volontaires 2 h avant une
stimulation anodique ou cathodique de 5 minutes), et montré (via 'étude des
PE moteurs) que cela annulait les effets a la fois d’une stimulation anodique
et d’une stimulation cathodique. Ceci suggére que les récepteurs NMDA sont
importants dans ’apparition des effets a long terme de la tDCS, quelle que
soit la polarité de la stimulation (Liebetanz et al., 2002).

Ces résultats ont été reproduits par la méme équipe dans une publication
ultérieure : 2 h aprés 'administration de dextrométhorphane, 'effet d’une
stimulation anodique de 11 & 13 minutes ou d’une stimulation cathodique de
9 minutes était complétement aboli (Nitsche et al., 2003a).

Enfin, les effets de la tDCS impliqueraient également la modulation de
divers neurotransmetteurs, notamment la sérotonine et la dopamine. Le blo-
cage de la recapture de sérotonine par du citalopram augmente (et prolonge)
les effets de la tDCS anodique, et change I'inhibition normalement induite
par une tDCS cathodique en facilitation (Nitsche et al., 2009b). Concernant
la dopamine, le blocage de ses récepteurs D2 par la sulpiride retarde les ef-
fets d’une stimulation anodique et annule ceux d’une stimulation cathodique.
[’administration de pergolide, agoniste des récepteurs a la dopamine (D1 et
D2), prolonge la diminution d’excitabilité induite par une stimulation catho-
dique. Quand les récepteurs D2 sont bloqués et les D1 activés (administration
conjointe de sulpiride et de pergolide), les effets de la tDCS sont également
diminués (Nitsche et al., 2006). Ceci suggére que les récepteurs D2 jouent un
role prépondérant dans I'induction de plasticité par la tDCS.

L’acide gamma-aminobutyrique (GABA, principal neurotransmetteur in-
hibiteur du systéme nerveux) joue aussi un role. L’équipe de Nitsche et al.
(2004) a montré que administration d’un agoniste du récepteur du GABA-A
(lorazépam) entraine un retard suivi d’une augmentation et d’une prolonga-
tion des effets de la stimulation anodique. En revanche ce traitement ne
semble pas influencer les conséquences de la stimulation cathodique (Nitsche
et al., 2004). Certains auteurs pensent que les effets de la tDCS pourraient
s’expliquer en partie par une modification de la balance excitation /inhibition
(ratio glutamate/GABA) (Krause et al., 2013). Ainsi, 'équipe de Stagg a
montré qu’'une stimulation cathodique résulte en une diminution de la concen-
tration en glutamate associée a une diminution de la concentration en GABA
dans une étude de spectroscopie par résonance magnétique (Stagg et al.,
2009).



1.3. LA TDCS : PRINCIPE ET MECANISME D’ACTION 31

Effets immédiats Répercussions
Anode Cathode Anode | Cathode
Dépolarisation o Proches des mécanismes de
Normaux K L Hyperpolarisation . .
infraliminaire plasticité synaptique ?
Canaux Na+ Annule effets (0] Annule effets
Canaux Ca+-+ Diminue effets (0] Annule effets (0]
Récepteurs NMDA (Glutamate) 9] [0 Annule effets | Annule effets
Récepteurs Dopamine Retarde effets | Annule effets
Augmente et Change
. . NT R
Recapture Sérotonine prolonge la | l'inhibition en
facilitation facilitation
Aucun effet Retarde puis
significatif (tend augmente et
Récepteur au GABA & o ( (0] & 0
& diminuer la prolonge la
facilitation) facilitation

TABLE 1.1 — Résumé des résultats obtenus lors des différentes études phar-
macologiques sur les effets immédiats et les répercussions de la tDCS (PE
moteurs). @ : pas d’effet observé; NT : non testé.

Cela étant, les effets de la tDCS ne dépendent pas uniquement de la
polarité de I’électrode stimulatrice, mais aussi de 'intensité du courant et de
la durée et du délai entre deux stimulations.

Ainsi, Batsikadze et al. (2013) ont montré (toujours par I’étude des PE
moteurs chez 'Homme) que pour une stimulation cathodique de 1 mA, on
observait une diminution de I’excitabilité du cortex moteur, alors qu’a 2 mA,
Ieffet était inverse : il y avait augmentation de ’excitabilité.

Monte-Silva et ses collaborateurs ont quant a eux démontré I'importance
de la durée de stimulation et surtout de I'intervalle entre deux stimulations
quelle que soit la polarité de la tDCS (Monte-Silva et al., 2010, 2013). Ces
effets sont résumés dans la table 1.2.

Effet d'une double stimulation
Intervalle Anode Cathode

el ™ excitabilité (inhibition) Prolonge l'inhibition (jusqu'a 2 h aprés

Prolonge la facilitation (+ de 24 h la tDCS) et augmente son amplitude

Court (3 ou 20 min) apres la tDCS) pour l'intervalle 20 min
Long (3 ou 24 h) Abolit la facilitation aprés la 2éme Retard.e (4e.1. h) mais prolonge (+ de
tDCS 2 h) l'inhibition aprés la 2éme tDCS

TABLE 1.2 — Effets d’une double stimulation anodique (2 x 13 min, Monte-
Silva et al. (2013)) ou cathodique (2 x 9 min, Monte-Silva et al. (2010)).
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1.3.3 Autres mécanismes

Les effets physiologiques et cellulaires de la tDCS ont été testés au moyen
d’autres méthodes.

A/ Etudes in wvitro : plusieurs équipes se sont penchées sur I'étude des

effets de I’

application d’un courant continu sur des tranches de cerveau.

1. Fritsch et al. (2010) : la stimulation par un faible courant continu
(0.01 mA, 15 minutes) de polarité anodique couplée a une activation
synaptique a basse fréquence (0.1 Hz) induit une PLT (cortex moteur

M1

, souris).

La fréquence de la co-activation synaptique est importante (les
effets du courant continu sont maximum pour une fréquence de
0.1 Hz).

Une stimulation cathodique n’induit pas de PLT.

Cette forme de plasticité est NMDA-dépendante puisqu’'un preé-
traitement par un antagoniste des récepteurs NMDA (le D-acide
2-amino-5-phosphonovalérique) empéche toute induction de PLT
(corrobore les études menées chez ’'Homme et vues ci-avant).

Le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF, dont la sé-
crétion dépend notamment de I'activation des récepteurs NMDA)
est un médiateur essentiel des effets de la tDCS : chez des sou-
ris mutantes n’exprimant pas le BDNF, la stimulation électrique
n’induit pas de PLT.

2. Ranieri et al. (2012) : un courant continu (0.01 mA, 20 minutes) mo-
dule la PLT (tranches d’hippocampe de rat).

L’effet est polarité-dépendant (la stimulation anodique augmente,
et la stimulation cathodique diminue 'amplitude de la PLT).

Les deux polarités de stimulation induisent une augmentation de
Zif268 (zinc finger binding protein clone 268) dans les régions
CA1l et CA3 de la corne d’Ammon. Ce facteur de transcription
est connu pour son implication dans la plasticité synaptique. Le
fait que son induction augmente quelle que soit la polarité laisse a
penser qu’il agit en présence d’autres effecteurs qui modulent ses
effets.

Le taux de BDNF diminue apreés stimulation cathodique, sans va-
riation aprés stimulation anodique (ce qui pourrait étre expliqué
par une haute variabilité due au faible effectif d’animaux et au
faible échantillon pouvant étre prélevé aprés isolement de I’hippo-
campe).
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3. Kabakov et al. (2012) : les effets du courant (intensité maximum :
0.4 mA, 5 minutes) dépendent de Porientation des éléments cellulaires
(tranches d’hippocampe de rat).

— L’orientation des axones par rapport au vecteur du champ élec-
trique détermine si le courant est excitateur ou inhibiteur.

— L’orientation des dendrites affecte la magnitude de ses effets.

— Alinsi activité de tous les neurones situés dans le champ électrique
ne serait pas modulée de la méme maniére. Pour optimiser les effets
recherchés d’une stimulation, le placement des électrodes pourrait
étre guidé par tractographie ou autres techniques d’imagerie per-
mettant de définir 'orientation des axones in vivo.

4. Rahman et al. (2013) : lors de la tDCS, le courant électrique a des
composantes orientées radialement et tangentiellement (avec une do-
minance des champs tangentiels) par rapport a la surface corticale.
— Un champ radial, orienté suivant ’axe somato-dendritique des neu-

rones pyramidaux, produit une polarisation somatique (la dépola-
risation facilitant 'efficacité synaptique, I’hyperpolarisation la di-
minuant).

— Un champ tangentiel, transversal par rapport a cet axe somato-
dendritique, polarise les axones orientés horizontalement (I’hyper-
polarisation facilitant l'efficacité synaptique, la dépolarisation la
diminuant).

— Durant une stimulation par tDCS, les cibles cellulaires respon-
sables de la modulation de D'efficacité synaptique sont donc a la
fois les somas et les axones terminaux, la direction du courant
déterminant leur importance relative.

Enfin, des études sur différents types cellulaires en culture ont permis de
mettre en évidence que 'application d’un courant continu externe peut avoir
un impact sur la migration, I'orientation, la différenciation et le métabolisme
cellulaire (figure 1.11), ce qui pourrait étre expliqué au moins en partie par
des variations locales de concentration intracellulaire en ions calcium, et par
la réorganisation de récepteurs membranaires, tels que les récepteurs tyrosine
kinase ou NMDA, au niveau des synapses (Pelletier et Cicchetti, 2014).

Pour citer une derniére étude, 'équipe de Pelletier et al. (2015) s’est
penchée sur l'effet d’un champ électrique continu (d’une intensité variant de
04100 V/m, 100 V/m correspondant & une forte densité (valeur non précisée
par les auteurs) de stimulation en A /m?) in vitro sur la réponse de neurones,
de cellules de la microglie, et d’astrocytes. Ils ont ainsi montré que :

1. aprés stimulation, les neurones développent un corps cellulaire plus
allongé et s’orientent parallélement au champ électrique ;
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— les neurites (prolongements du corps cellulaire : axones et den-
drites) s’allongent et s’orientent vers la cathode

— ceci est associé & une augmentation d’expression de la Growth As-
sociated Protein 43 (GAP-43), exprimée au niveau des cones de
croissance (formation des neurites) pendant le développement et

la régénération axonale

2. les astrocytes et la microglie s’allongent et s’alignent perpendiculaire-
ment au champ électrique des corps et saillies cellulaires.

Cette étude montre la capacité des différents types cellulaires a répondre
a Papplication d’un champ électrique a la fois par des modifications morpho-
logiques et une expression protéique, complétant ainsi les données résumées
dans la revue de Pelletier et Cicchetti (2014).

Sans champ | |Avec cham . .
élertriquep (‘l(‘(‘triqu(‘p Orientation Croissance Migration Métabolisme
E —— Alignement Migration vers la
v 8 T ver:
=1 ) —F - iculai -oiss
2 % \a 7{\‘1 ’/\ ; ?é?f: pelplendl(‘ulau"e Clo.ljsance + cathode et vitesse @
2 5 / R au cham rapide
£ \\v":‘, —_— au champ p augmentée
z 3| WNU D&k électrique i
© . Orientation en CrOISsan(:C
= K4 X A général vers la augmentée et
% X m ) )/ cathode (parfois regenerescence @ @
P2 ! | N\ IR anode) axonale vers la
cathode
%] .
% ( ¥ Alignement
ST IR, erpendiculaire .
% ~ Zu ihamp @ Q Augmenté
<
électrique
<
o & A T << Alignement Elongation . .
E g ) 4 - ef)endiculaire or (%ndi(‘uhirc Migration vers Hausse de
8 é r .a‘d f ~ — zu f’h'im ; ’ ;)u gh/am o 'anode et vitesse production de
=1 < ) iy au chamy au champ augmentée VEGF
v - Cathode - électrique électrique

FIGURE 1.11 — Figure adaptée de la revue de Pelletier et Cicchetti (2014). Les
effets de courants directs externes sur les cellules du systéme nerveux central
varient en fonction du type cellulaire. © : aucun effet signalé ; VEGF : facteur
de croissance de ’endothélium vasculaire.

B/ Etudes in wvivo : d’autres facteurs moléculaires sont impliqués dans
I’action neuromodulatrice de la tDCS.

Le BDNF est connu pour son role dans la plasticité synaptique corticale.
Or, dans la population, son géne peut présenter un polymorphisme (il peut
présenter les alléles Val66Val ou Val66Met). Au niveau comportemental, si la
tDCS augmente les performances de sujets sains (Homme et souris) dans des
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taches d’apprentissage moteur, chez des sujets porteurs du polymorphisme
Val66Met (qui diminue la sécrétion de BDNF et serait associé & une dimi-
nution de la survie de nouveaux neurones et de certains types de mémoire,
et a une plus grande susceptibilité a certains troubles psychiatriques) cette
amélioration est significativement moindre (Fritsch et al., 2010). Cependant,
I’équipe de Antal et al. (2010) a montré que leffet facilitateur ou inhibiteur
de la tDCS (anodique ou cathodique, respectivement) sur les PE moteurs est
présent dans les deux types de populations, mais serait plus important chez
des sujets porteurs du polymorphisme Val66Met.

Quoiqu’il en soit, au niveau clinique, Brunoni et al. (2013a) ont montré
chez des patients dépressifs que le polymorphisme pour le BDNF n’aurait
aucun impact sur la réponse a un traitement par tDCS ou par un antidépres-
seur médicamenteux, la sertraline. En outre, le taux de BDNF sanguin ne
varie pas aprés tDCS, et ne constitue pas non plus un biomarqueur de 'effi-
cacité de la tDCS chez les dépressifs (Brunoni et al., 2014b). En revanche, le
systéme sérotoninergique serait de premiére importance puisque la réponse a
la tDCS varierait en fonction du polymorphisme exprimé au niveau du pro-
moteur du géne de la sérotonine (5-HTTLPR). Les homozygotes long/long
(comparés a l'alléle court) présenteraient une réponse plus importante aux
effets bénéfiques de la tDCS (Brunoni et al., 2013a).

Néanmoins, hors des considérations génétiques, Podda et al. (2016) ont
montré chez la souris que 'amélioration de la mémoire visuo-spatiale et 'aug-
mentation de PLT aprés tDCS anodique est associée a la modulation de
I’expression du BDNF (notamment via des régulations épigénétiques).

Plusieurs études ont été menées sur la circulation sanguine cérébrale éga-
lement (dans des régions cérébrales différentes). Chez le rat, Wachter et al.
(2011) ont montré qu’une stimulation anodique augmente tandis qu’une sti-
mulation cathodique diminue le débit sanguin cérébral (pendant au moins
30 minutes aprés une stimulation de 15 minutes) de maniére dépendante de
I'intensité. Le taux d’oxygénation du sang pendant et aprés stimulation a éga-
lement été mesuré a plusieurs reprises par imagerie spectroscopique proche
infrarouge (fNIRS). Toujours chez le rat, Han et al. (2014) ont montré une
augmentation du taux d’oxy-hémoglobine pendant une stimulation anodique
a 0.2 mA (10 minutes) suivie d’une diminution (retour a la normale, mesure
sur les 20 minutes suivantes), ceci uniquement du coté stimulé. Ils ont relevé
une forte variabilité interindividuelle quant & la réponse hémodynamique &
la tDCS (rapidité de la variation du débit sanguin), suggérant que les para-
meétres de stimulation devraient étre adaptés a chaque individu notamment
pour éviter les effets secondaires.

Chez 'Homme, Zheng et al. (2011) ont montré qu’une stimulation par
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tDCS (environ 7 minutes, différentes intensités) augmente le débit sanguin
cérébral pendant la stimulation (avec une plus grande amplitude pour une
stimulation anodique que cathodique). Le débit sanguin diminue & la cessa-
tion de la tDCS, avec un retour a son niveau de base aprés une stimulation
anodique, et une diminution significative (par rapport au niveau de base)
aprés une stimulation cathodique. De maniére intéressante, en répétant les
stimulations, le débit sanguin est augmenté & la fin de la deuxiéme stimula-
tion anodique, tandis qu’il est plus fortement diminué a la fin de la deuxiéme
stimulation cathodique. Ceci pourrait refléter 'augmentation ou la diminu-
tion d’excitabilité aprés stimulation (en fonciton de la polarité).

Enfin, ’équipe de Monai et al. (2016) a récemment montré par imagerie
transcranienne (chez des souris mutantes exprimant une protéine fluorescente
permettant de mesurer la signalisation calcique) I'importance des astrocytes
dans la plasticité induite par la tDCS. En effet, une stimulation anodique
du cortex visuel primaire entraine une augmentation de la concentration en
calcium au niveau des astrocytes (dans tout le cortex). Ce phénoméne de
vagues calciques, qui implique une signalisation via l’inositol triphosphate,
est lié a la fonction d’intégration d’informations et de communication des
astrocytes (entre eux et avec d’autres types cellulaires, dont les neurones), et
joue un role considérable dans la plasticité synaptique in vivo dans le cortex
et ’hippocampe (Monai et al., 2016).



2 La tDCS : applications chez
I’Homme

Actuellement la tDCS est utilisée suivant deux grands axes en recherche.

En premier lieu, elle est considérée pour ses potentiels effets bénéfiques
dans le traitement - ou du moins le soulagement de symptomes - de divers
troubles neurologiques et psychiatriques. Ainsi on retrouve des publications
concernant ’étude de la tDCS comme traitement de douleurs, d’acouphénes,
de migraines, de I’épilepsie; elle est également employée dans le but de fa-
ciliter la récupération aprés un accident vasculaire cérébral. Son domaine
d’application concerne aussi les troubles psychiatriques, notamment avec le
traitement de la dépression, de la schizophrénie, ou encore des addictions.

D’autre part, certaines équipes s’en servent d’outil d’investigation du
fonctionnement du systéme nerveux central chez le sujet sain. Elle permet
ainsi d’explorer les comportements de prise de risque, ou les performances
cognitives telles que 'attention et la mémorisation.

2.1 Applications de la tDCS

2.1.1 Traiter des troubles neurologiques

Dans cette section, je m’intéresserai a différentes études cliniques portant
sur 'efficacité de la tDCS dans le traitement d’altérations du systéme nerveux
central.

Les accidents vasculaires cérébraux (AVC)

Une attaque cérébrale est une défaillance de la circulation sanguine (obs-
truction ou rupture d’un vaisseau) qui affecte une région plus ou moins éten-
due du cerveau, provoquant la mort de cellules nerveuses. Elle représente la
premiére cause de handicap, et la troisiéme cause de mortalité chez I’Homme
dans les pays occidentaux (Haute Autorité de Santé).

37
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Une récupération spontanée peut avoir lieu apreés 'attaque, par régénéra-
tion axonale et dendritique et/ou réorganisation fonctionnelle (les fonctions
atteintes par les aires lésées sont prises en charge par d’autres). Les tech-
niques d’imagerie cérébrale ont permis de montrer une augmentation de l'ac-
tivité cérébrale du coté controlésionnel (non affecté) quand un patient (aprés
AVC) effectue des taches motrices ; mais on ignore s'il s’agit d’un mécanisme
adaptatif impliqué dans la récupération, ou au contraire d’un mécanisme ma-
ladaptatif qui pourrait la freiner. Différentes études se basent donc sur un
modéle de traitement par tDCS anodique sur 'hémisphére 1ésé ou cathodique
sur 'hémisphére sain.

Chez 'Homme, plusieurs études ont montré une amélioration des fonc-
tions motrices du coté lésé chez des patients recevant une stimulation ano-
dique du cortex M1 affecté par 'attaque ou une stimulation cathodique du
cortex M1 controlésionnel (Fregni et al., 2005a ; Schlaug G et al., 2008 ;
Edwardson et al., 2012). Au vu de ces résultats, un montage bihémisphé-
rique (anode sur le cortex moteur 1ésé, cathode sur le cortex controlésionnel)
a également été testé a plusieurs reprises, et s’est aussi révélé efficace sur
I'amélioration des fonctions motrices (Lindenberg et al., 2010 ; Mahmoudi
et al., 2011). Dans la plupart des cas une stimulation unique (de 'ordre de
1 & 2 mA, 20 & 30 minutes) a été réalisée, certaines études allant jusqu’a
10 sessions de stimulation. Des effets bénéfiques ont été montrés jusqu’a une
semaine aprés la fin du traitement chez des sujets ayant recu 5 stimulations
cathodiques du cortex moteur controlésionnel (Nair et al., 2011) ou 5 stimu-
lations bihémisphériques (Lindenberg et al., 2010).

Si les améliorations fonctionnelles restent modestes, ces effets bénéfiques
de la tDCS sont encourageants et tendent a faire penser que cette méthode de
stimulation, aux effets secondaires peu importants, est une piste prometteuse
dans le domaine de la récupération aprés une attaque cérébrale.

Les maladies neuro-dégénératives

En France, les maladies neurodégératives les plus fréquentes sont la mala-
die d’Alzheimer et la maladie de Parkinson, dont les traitements pharmaco-
logiques actuels ont une efficacité limitée et ne permettent pas de rémission.

- Alzheimer et mémoire : La maladie d’Alzheimer est une forme de
dégénérescence du tissu cérébral entrainant un déclin progressif des facultés
cognitives et de la mémoire. Plusieurs études ont été menées chez des patients
considérés comme souffrant probablement de cette maladie. Une stimulation
bilatérale des aires temporo-pariétales - dont on retrouve un hypo-activation
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dans cette maladie (Ferrucci et al., 2008 ; Boggio et al., 2009a) - ou une stimu-
lation anodique du cortex préfrontal dorsolatéral (CPFDL) gauche (Boggio
et al., 2009a) ont entrainé une amélioration de la mémoire épisodique dans
différentes taches (de mémoire de reconnaissance, d’attention visuelle...) im-
médiatement aprés la stimulation (Nardone et al., 2012, 2015). L’équipe de
Boggio a également montré que ces effets persistaient pendant au moins 4 se-
maines aprés des sessions répétées de tDCS (2 mA, 30 min/jour pendant
5 jours consécutifs ; Boggio et al. (2012)).

- Parkinson et motricité : La maladie de Parkinson est caractérisée par
une perte progressive des neurones dopaminergiques de la voie nigro-striée, a
Porigine d’un déséquilibre fonctionnel du systéme moteur. Plusieurs auteurs
s'intéressent & la possibilité d’entrainer une libération de dopamine dans les
zones sous-corticales par stimulation transcranienne non invasive. Fregni et
ses collaborateurs ont montré qu'une stimulation anodique du cortex M1
gauche (1 mA, 20 min) résultait en une amélioration immeédiate des scores
moteurs chez des patients parkinsoniens dans ’échelle UPDRS (Unified Par-
kinson Disease Rating Scale ; Fregni et al. (2006¢)), tandis qu’une stimulation
anodique du CPFDL gauche (2 mA, 20 min) entrainait une amélioration de
la mémoire de travail (pouvant étre altérée chez ces patients; Boggio et al.
(2006)). Benninger et ses collaborateurs ont montré que des sessions répétées
de tDCS anodique (2 mA, 8 sessions de 20 min tous les 2 & 3 jours) au niveau
du cortex frontal ou moteur résultaient en une amélioration de certains scores
moteurs (bradykinésie et marche) jusqu’a 3 mois aprés la fin des stimulations
(Benninger et al., 2010). Ainsi la tDCS semble étre un traitement intéressant
- en complément de la pharmacologie actuelle - pour améliorer la qualité de
vie des patients parkinsoniens.

L’épilepsie

L’épilepsie est une maladie chronique caractérisée par des crises comitiales
récidivantes dues & une altération fonctionnelle transitoire au sein d’une po-
pulation de neurones. Entre 20 et 40 % des patients épileptiques seraient
réfractaires aux traitements, leur médication n’empéchant pas la survenue
de crises. Dans ce cas, les patients peuvent étre amenés a subir une chirurgie
visant a retirer leur foyer épileptogéne ; mais quand cette solution n’est pas
réalisable, il se pose I'intérét de développer de nouvelles méthodes de controle
des crises wvia la neurostimulation.

Au niveau méthodologique, les études cliniques dans le cadre de I’épilep-
sie sont difficiles du fait de I'impossibilité d’arréter le traitement du patient
(qui pourrait pourtant interférer avec l'effet de la tDCS) et de la nécessité de



40 CHAPITRE 2. LA TDCS : APPLICATIONS CHEZ I’ HOMME

réaliser des études a long terme (sur plusieurs mois voire années). Fregni et
ses collaborateurs ont néanmoins montré qu’une session de tDCS cathodique
(en regard du foyer épileptogéne) entraine une réduction des décharges épi-
leptiformes (vues sous enregistrement encéphalographique) immédiatement
et jusqu’a 30 jours aprés la tDCS chez des patients réfractaires a leur trai-
tement (mais le poursuivant durant I’étude). Ils ont également observé une
tendance & une réduction plus importante du nombre de crises survenues
(-44 %) chez les patients ayant recu la stimulation cathodique comparé au
groupe controle (Fregni et al., 2006d).

2.1.2 Diminuer la douleur

La prise en charge de la douleur chronique réfractaire, cause possible
de handicap et d’altération conséquente de la qualité de vie, est I'un des
domaines ou la tDCS est envisagée comme traitement. La tDCS pourrait
permettre de moduler le seuil de perception de la douleur au niveau central.
L’équipe de Boggio a montré qu'une stimulation anodique & 2 mA du cortex
moteur (M1) ou du CPFDL gauche augmentait les seuils de perception tactile
(pendant la stimulation du M1 seulement) et algique (pendant la stimulation
du M1 ou du CPFDL) chez des volontaires sains (Boggio et al., 2008d). Les
auteurs supposent que ce résultat s’explique par une inhibition du thalamus
(dont Dactivité est anormalement élevée chez certains patients souffrant de
douleurs chroniques) aprés stimulation des zones corticales sus-citées (via
I'action de fibres inhibitrices cortico-thalamiques), voire par une modulation
de I'aspect émotionnel de la douleur lors de la stimulation du CPFDL. Les
études cliniques sont menées chez des patients souffrant de douleurs d’origines
diverses.

- Lésions de la moelle épiniére : 1’équipe de Fregni a montré un effet an-
talgique transitoire d’un protocole de stimulation anodique répétée (1 séance
de 20 minutes & 2 mA par jour pendant 5 jours consécutifs) du cortex M1 (hé-
misphére controlatéral aux douleurs si douleur asymétrique, ou hémisphére
dominant en cas de douleur symétrique). Dés le deuxiéme jour, les auteurs
ont montré une diminution de I'intensité de la douleur (auto-évaluation avec
I'échelle visuelle analogique, et évaluation par un clinicien) dans le groupe
stimulé. Cet effet bénéfique s’est estompé avec le temps, passant d’une ré-
duction moyenne de 58 % (par rapport au niveau de base mesuré dans les
2 semaines précédant I'étude) a seulement 36 % lors de la visite de suivi
(16 jours aprés). L’étude portait sur 17 patients souffrant de lésions de la
moelle d’origine et de localisation diverses, et restant sous des médications
variées (Fregni et al., 2006a).



2.1. APPLICATIONS DE LA TDCS 41

- Fibromyalgie : l'emploi de la tDCS pour soulager les douleurs liées a
cette pathologie, qui correspond & un état de douleur chronique, entraine
des résultats variables, probablement du fait de protocoles de stimulation
non définis. Une étude d’optimisation de la dose de tDCS haute définition
a été réalisée récemment ; les auteurs cherchaient a déterminer le nombre
de séances nécessaires pour obtenir une réduction de 50 % de lintensité
douloureuse chez leurs patients (mesurée notamment par I’échelle visuelle
analogique). L’anode était placée sur le cortex M1 gauche (la cathode étant
radialement répartie en quatre électrodes autour de cette zone), et le courant
était délivré 20 minutes & une intensité de 2 mA. Tls ont ainsi pu estimer a
15 le nombre médian de séances de stimulation requises pour atteindre ’effet
désiré (Castillo-Saavedra et al., 2016).

- Migraine : cette pathologie a forte prévalence (environ 12 % de la popu-
lation générale) peut se révéler trés handicapante a la fois individuellement et
socio-économiquement. La migraine peut apparaitre avec ou sans aura (signe
avant-coureur), I'aura étant due & un dysfonctionnement temporaire de cer-
taines régions cérébrales. Les techniques de stimulation non-invasives sont
utilisées d’une part pour essayer de comprendre la physiopathologie, mais
aussi comme approches thérapeutiques potentielles des migraines et autres
céphalées (Brighina et al., 2013). En se basant sur Iidée de diminuer Iexci-
tabilité corticale (considérée comme plus élevée en cas de migraine), ’équipe
de Paulus a montré que des patients traités par tDCS cathodique au niveau
du cortex visuel (3 sessions de 15 minutes par semaine pendant 3 semaines,
1 mA) rapportaient une réduction de l'intensité de la douleur pendant les
crises dans les 8 semaines suivant le traitement (Antal et al., 2011).

- Acouphénes : Les acouphénes sont des perceptions sonores sans source
extérieure identifiable et inaudibles par ’entourage. Ils peuvent étre tem-
poraires, intermittents ou permanents; les cas les plus graves peuvent par
ailleurs étre vécus comme des douleurs chroniques. Différentes techniques de
neuromodulation ont été testées pour traiter ces acouphénes; parmi elles,
la tDCS s’est révélée particuliérement intéressante car outre ses nombreux
avantages, ses effets bénéfiques (inhibition des acouphénes) durent plus long-
temps que ceux obtenus par d’autres techniques, telles que la TMS. Une
méta-analyse de 2012 recense 40 % de patients répondant & ce traitement
avec une moyenne de 13.5 % de réduction d’intensité des acouphénes sous
stimulation anodique du lobe temporal gauche ou stimulation bifrontale du
CPFDL (intensité de 1 & 1.5 mA, 3 & 20 minutes) (Song et al., 2012).



42 CHAPITRE 2. LA TDCS : APPLICATIONS CHEZ I’ HOMME

2.1.3 Traiter des troubles psychiatriques
La dépression

La dépression est un trouble mental qui se caractérise par divers symp-
tomes définis par I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et I’Association
Ameéricaine de Psychiatrie, tels qu'un sentiment de désespoir, une perte de
plaisir, de motivation et des facultés de décision. Un certain nombre de trai-
tements médicamenteux existent mais se révélent inefficaces chez certains pa-
tients; ils sont en outre accompagnés d’effets indésirables parfois importants.
De nombreuses études ont porté sur Pefficacité de la stimulation cérébrale,
notamment de la tDCS, en tant que traitement antidépresseur.

La méta-analyse de Meron et al. (2015) recense 10 études en double
aveugle s’intéressant au traitement d’épisodes dépressifs majeurs (principa-
lement dans le cadre de troubles unipolaires, ou "dépression" a proprement
parler ; incluant également quelques patients souffrant de troubles bipolaires,
anciennement appelés maniaco-dépression, dans deux publications) par des
sessions répétées de tDCS (5 a 15 séances de 20 & 30 minutes) dont l'inten-
sité était fixée a 2 mA sauf pour 3 études (1 mA). L’électrode active, en
I'occurrence 'anode, était toujours placée en F3 selon le systéme interna-
tional 10/20 de positionnement des électrodes pour électroencéphalographie
(soit le CPFDL gauche, dont il a été montré que I'activité est diminuée chez
les patients dépressifs ; figure 2.1). La cathode était quant a elle positionnée
en Fp2 ou F8 (niveau supra-orbitaire controlatéral), ou en F4 (CPFDL droit ;
figure 2.1).

Quatre de ces études ont mis en évidence une amélioration des scores de
dépression (sur les échelles de dépression de Hamilton ou de Montgomery
et Asberg) chez les patients ayant recu des sessions de tDCS active (Fregni
et al., 2006b ; Boggio et al., 2008a ; Loo et al., 2012 ; Brunoni et al., 2013b).
L’échec a reproduire ces résultats dans les autres études pourrait s’expliquer
par les différences liées au protocole (telles que 'intensité de stimulation, la
dose & 2 mA semblant plus efficace que celle & 1 mA, ou encore le nombre
et la fréquence des sessions) ou liées aux sujets (degré de résistance aux
traitements antidépresseurs, prise de médication concomittente, age...) (Loo
et al., 2010 ; Palm et al., 2012 ; Blumberger et al., 2012 ; Bennabi et al., 2015
; Segrave et al., 2014 ; Brunoni et al., 2014a).

En résumé, si efficacité de la tDCS comme traitement antidépresseur n’a
pas pu étre montrée systématiquement, certains résultats laissent entrevoir
la possibilité d’améliorer I’humeur des patients dépressifs par cette technique
de neuromodulation (en tant que traitement concomitant a une médication
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antidépressive, ou en tant que nouvelle tentative thérapeutique chez des pa-
tients résistants aux traitements médicamenteux). Notons par ailleurs que
c’est dans le cadre du traitement de la dépression que la premiére étude
clinique de phase III portant sur la tDCS a été lancée (Brunoni et al., 2015).

@ @-—-—@ 0—-—-0 o8

FIGURE 2.1 — Schéma du positionnement des électrodes en fonction du sys-
téme international 10/20. Adapté du 10/20 System Positioning Manual ; le
cercle rouge représente la position de I'anode, et les cercles bleus la position
de la cathode, lors des études sur I'effet antidépresseur de la tDCS.

La schizophrénie

La schizophrénie est un trouble psychotique sévére et chronique se ma-
nifestant par une perte de contact avec la réalité, et pouvant s’accompagner
d’autres symptomes tels que des hallucinations (notamment auditives), des
troubles de I’émotion ou des capacités cognitives (par exemple, capacité a pla-
nifier des taches). Le traitement (neuroleptiques, psychothérapie) est symp-
tomatique, et dans la majorité des cas ne permet pas de rémission pour tous
les symptomes. Les signes résiduels alteérent la qualité de vie des patients;
c’est pourquoi des traitements complémentaires par stimulation non invasive
sont envisagés.

Les études sur les effets de la tDCS dans le traitement des symptdmes
de la schizophrénie sont encore récentes et peu nombreuses, la premiére da-
tant de 2011. Plusieurs études de cas et notamment une étude randomisée,
en double aveugle, ont rapporté une diminution des symptomes mesurés par
’échelle des symptomes positifs (qui apparaissent chez les patients, tels que
les hallucinations) et négatifs (traits qui diminuent, tels que la motivation),
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et ce pour une durée d’au moins 3 mois aprés le traitement (2 mA, 2 sessions
de 20 min/jour pendant 5 jours consécutifs ; Brunelin et al. (2012)). La stimu-
lation était réalisée avec la cathode (inhibitrice) placée au niveau du cortex
temporo-pariétal gauche (pour traiter les hallucinations), et 'anode (excita-
trice) au niveau du CPFDL gauche (pour traiter les symptomes négatifs).
D’autres auteurs ont montré une amélioration des performances cognitives,
notamment sur la mémoire de travail, chez des patients schizophrénes trai-
tés par une stimulation anodique du CPFDL gauche a4 2 mA (20 minutes;
cathode placée au niveau de I'aire supra-orbitaire controlatérale; Hoy et al.
(2014)) ou par une stimulation bilatérale du CPFDL (électrodes stimulatrices
placées sur F'3 et F4) oscillant entre 0 et 0.3 mA (5 blocs de 5 minutes séparés
de 1 minute) pendant le sommeil des sujets (ceci pour tester I'impact de la
tDCS sur la consolidation de la mémoire déclarative liée au sommeil ; Goder
et al. (2013)). Etant donnée la bonne tolérance des traitements par tDCS,
cette technique semble prometteuse pour venir compléter les médications
anti-psychotiques et améliorer la qualité de vie des patients schizophrénes en
diminuant leurs symptomes résiduels.

Les conduites addictives

L’addiction est une pathologie psychiatrique impliquant a la fois des modi-
fications biologiques (notamment au niveau cérébral) et des atteintes psycho-
logiques. A ce jour aucun traitement (sevrage assisté par des traitements de
substitution, thérapie comportementale...) n’a démontré de totale efficaciteé,
et certains s’accompagnent d’effets secondaires ne favorisant pas la rémission.
C’est pourquoi d’éventuels effets bénéfiques de la tDCS ont été recherchés
dans le cadre du traitement de diverses addictions a des substances.

- Tabagisme : 'équipe de Fregni et al. (2008a) a stimulé le CPFDL droit
ou gauche (anode d'un coté, cathode de lautre; 2 mA, 20 minutes) de fu-
meurs (plus de 15 cigarettes/jour depuis au moins un an). Le craving (envie
irrépressible de consommer) induit par la manipulation de cigarettes ou le
visionnage de vidéos incitant a la consommation était réduit au moins tem-
porairement (pendant et jusqu’a une dizaine de minutes aprés la tDCS). De
plus, en répétant les sessions de stimulation (1/jour pendant 5 jours consé-
cutifs, anode sur le CPFDL gauche et cathode sur le droit), cet effet devient
de plus en plus important, et les sujets consomment moins de cigarettes au
cours de I’étude (diminution de 30 % du nombre de cigarettes fumées ; Boggio
et al. (2009b)), ce jusqu’a 4 jours aprés la fin des stimulations (Fecteau et al.,
2014).

L’effet sur le craving n’a pas été retrouvé par I’équipe de Xu et al. (2013)
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aprés une stimulation anodique (2 mA, 20 minutes) du CPFDL gauche
(cathode sur laire supra-orbitaire droite); mais les auteurs reportent que
contrairement aux études précédentes, les sujets étudiés étaient abstinents
depuis la veille (les autres étant abstinents depuis environ 1 h 30). Ces au-
teurs ont en revanche pu mettre en évidence une réduction des affects négatifs
apreés la tDCS, ceci plus particuliérement chez les sujets les plus dépendants.

L’équipe de Falcone et al. (2015) a montré a son tour une augmentation
de la latence avant de consommer une cigarette, et une diminution du nombre
de cigarettes fumées dans les 30 minutes suivant une unique session de tDCS
(anode au dessus du CPFDL gauche, 1 mA pendant 20 minutes) chez des
fumeurs abstinents depuis la veille.

- Alcoolo-dépendance : 1’équipe de Fregni a montré qu’'une stimulation
bilatérale du CPFDL (anode & droite, cathode & gauche, ou 'inverse ; 2 mA
pendant 20 minutes) réduisait le craving pour 'alcool (induit par le vision-
nage de vidéos incitatives) chez des patients alcoolo-dépendants abstinents
depuis au moins 10 jours (en moyenne 41 jours; Boggio et al. (2008¢)). Cet
effet de la tDCS a été reproduit par den Uyl et al. (2015) chez des étu-
diants grands buveurs aprés une stimulation unilatérale du CPFDL gauche
(anodique ; cathode placée au-dessus de I'aire supra-orbitaire opposée) a une
intensité de 1 mA pendant 10 minutes. La localisation de la zone de stimu-
lation semble déterminante puisqu’ils n’ont en revanche obtenu aucun effet
aprés stimulation anodique du gyrus frontal inférieur droit (den Uyl et al.,
2015).

Des sessions hebdomadaires de 20 minutes de stimulation, répétées sur
5 semaines (anode sur le CPFDL gauche, 2 mA), réduisaient le craving ainsi
que la symptomatologie dépressive (échelle de Hamilton) chez des sujets dé-
pendants (entre 1 et 34 jours d’abstinence), bien qu’une tendance a la rechute
ait été relevée (da Silva et al., 2013).

Une autre étude avec des paramétres de stimulation différents (2 mA,
2 sessions quotidiennes de 13 minutes & un intervalle de 20 minutes pendant
5 jours, anode sur le CPFDL droit et cathode sur le gauche) n’a pas retrouvé
ces effets sur le craving et les scores de dépression. En revanche une pro-
portion plus importante de patients (qui étaient, ici, abstinents depuis en
moyenne 21 jours) étaient toujours abstinents au bout de 6 mois chez les
stimulés (50 %) par rapport aux sham (groupe témoin, non stimulé; 11 %) ;
une amélioration de perception de leur qualité de vie chez les stimulés était
aussi notée (Klauss et al., 2014).

- Cannabis : Boggio et al. (2010) ont montré que la stimulation bilatérale
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du CPFDL (anode a droite, cathode a gauche; 2 mA pendant 15 minutes)
résultait en une diminution du craving pour la marijuana.

- Cocaine : DBatista et al. (2015) ont étudié Ueffet de la répétition de sti-
mulations bilatérales du CPFDL (anode a droite, cathode a gauche) chez
des consommateurs dépendants a la cocaine. Les sujets (abstinents depuis
environ 1 mois) recevaient 5 sessions de tDCS (tous les deux jours, 20 mi-
nutes & 2 mA); les sessions actives ont entrainé une réduction du craving, de
I’anxiété, et une amélioration de la qualité de vie percue.

Conti et Nakamura-Palacios (2014) ont observé la réactivité de sujets
dépendants face a des images associées a la cocaine via ’étude des potentiels
évoqués dans le cortex cingulaire antérieur (qui serait impliqué dans le biais
d’attention envers les drogues) par électroencéphalographie (EEG). Aprés
stimulation bilatérale du CPFDL (anode a droite, cathode a gauche; 2 mA
pendant 20 minutes), ils ont montré que Pexposition & des images liées a
la prise de cocaine entrainait une augmentation d’activité dans le cortex
cingulaire antérieur chez les cocainomanes du groupe sham. Une diminution
d’activité dans cette zone cérébrale étaient en revanche relevée chez les sujets
traités par tDCS active. Ceci confirme que la neuromodulation pourrait étre
un outil efficace dans l'aide au sevrage et a la lutte contre la rechute chez les
patients dépendants.

Ces auteurs ont également montré un effet de cette stimulation bilatérale
du CPFDL (mémes paramétres) sur 'onde P3, qui est un potentiel évoqué re-
présentant 1'activité de diverses aires cérébrales en réponse a un stimulus (tel
que la vue d’une image). L’exposition a la cocaine entraine des modifications
d’activité dans des structures subcorticales telles que le noyau accumbens
et les ganglions de la base, qui entrainent une diminution de 'activité du
cortex préfrontal. Cette diminution peut expliquer le phénoméne d’addiction
et 'impact de la drogue sur les fonctions cognitives. Des sessions de tDCS
journaliéres (5 jours consécutifs) augmentent l’activation (relative au vision-
nage d’indices liés a la drogue) de 'onde P3 dans diverses aires préfrontales
dont le CPFDL et les cortex frontopolaire, orbitofrontal et cingulaire anté-
rieur. Cela pourrait représenter une restauration de processus préfrontaux
préalablement altérés par I'exposition chronique a la drogue (Conti et al.,
2014).

- Addictions alimentaires : Fregni et ses collaborateurs ont été les pre-
miers & montrer qu’'une stimulation bilatérale du CPFDL (20 minutes a
2 mA) diminuait significativement le craving pour la nourriture (de différents
types, choix basé sur les préférences locales : brésiliennes) et la quantité de
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nourriture consommeée a la fin de la stimulation (Fregni et al., 2008b). Ils
ont complété ces résultats par une étude ’EEG montrant une diminution
de Pamplitude de la composante N2 (qui pourrait se traduire par une di-
minution du conflit conduisant a I'inhibition d’un comportement au niveau
subcortical) et une augmentation de celle de la composante P3 (traduite par
un plus large controle inhibiteur au niveau cortical) suite a la stimulation du
CPFDL (anode a droite, cathode a gauche, mémes paramétres). Les sujets
inclus n’étaient en revanche pas des patients souffrant de troubles de I’ali-
mentation au sens du DSM-IV mais rapportaient de forts et fréquents (plus
de trois fois par jour) craving pour la nourriture (Lapenta et al., 2014).

De maniére intéressante, Montenegro et al. (2012) ont montré chez des pa-
tients en surpoids que la stimulation anodique du CPFDL gauche (cathode
sur Paire supra-orbitaire controlatérale) associée a de 'exercice aérobique
diminuait la faim et augmentait la satiété des sujets (de maniére plus impor-
tante que la tDCS ou 'exercice seuls).

Pour finir, Khedr ef al. (2014) se sont intéressés a sept patients atteints
d’anorexie mentale, résistants aux traitements, et leur ont administré 10 ses-
sions de stimulation anodique du CPFDL gauche (1 session de 25 minutes
par jour, & 2 mA). Le score de six patients sur 'inventaire de dépression de
Beck (troubles dépressifs) s’est trouvé amélioré, avec pour cing d’entre eux
une amélioration également sur deux échelles évaluant le comportement ali-
mentaire (EAT : Eating Attitude Test et EDI : Fating Disorder Inventory)
a la fin du traitement et jusqu’a un mois apres.

L’ensemble de ces résultats suggeére que la tDCS permettrait de réguler
divers types de troubles alimentaires en complément d’autres traitements
(pour revue, voir Sauvaget et al. (2015)).

Schéma récapitulatif

Pour résumer, trois principaux montages entrainent une amélioration si-
gnificative des symptomatologies dépressive et addictive - les deux patholo-
gies psychiatriques auxquelles nous nous intéresserons dans cette thése - :
la stimulation unilatérale du CPFDL gauche, et la stimulation bilatérale du
CPFDL (figure 2.2).
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@ Cathode
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FIGURE 2.2 — Schéma des principaux positionnements d’électrodes étudiés
dans le cadre du traitement de la dépression ou de ’addiction. Les cercles
rouges représentent I’anode, et les cercles bleus la cathode.

2.1.4 Chez le sujet sain

Comme vu ci-avant, la tDCS est parfois employée comme un outil d’étude
des fonctions des aires cérébrales sur le plan comportemental, moteur ou
cognitif (Kuo et Nitsche, 2015). Ceci permet de comprendre les mécanismes
et d’ouvrir des pistes pour le traitement des pathologies dans lesquelles les
fonctions étudiées sont altérées.

tDCS et prise de risque

Plusieurs auteurs se sont intéressés a la modulation des comportements
de prise de risque par la tDCS. Certains protocoles (souvent regroupés sous
le terme de risk task) chez 'Homme permettent de les tester, en faisant une
distinction entre I'attrait de la récompense et le controle que I'on est capable
de s’imposer dans une situation de risque. En 2007, I’équipe de Fecteau a pu-
blié¢ une étude montrant qu’une stimulation bilatérale (anode sur le CPFDL
droit, cathode sur le gauche) par tDCS (2 mA, de 5 minutes avant jusqu’a
la fin du test comportemental, qui durait moins de 10 minutes) résultait,
chez des sujets sains volontaires, en une diminution des choix risqués dans le
test de risk task. Le montage inverse n’avait pas d’effet dans ce test (Fecteau
et al., 2007).

tDCS et motricité

Il existe une riche littérature répertoriant les effets bénéfiques des stimu-
lations cérébrales non invasives sur les fonctions motrices :
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— Amélioration de la précision motrice (dessin d’un cercle) immeédiate-
ment et 30 minutes aprés la stimulation anodique (20 minutes & 1 mA)
du cortex moteur primaire (M1) droit (Matsuo et al., 2011);

— Amélioration des performances en matiére d’acquisition et de consoli-
dation d’un apprentissage moteur de type temps de réaction pendant
la stimulation anodique du cortex moteur gauche (env. 15 minutes,
1 mA) (Nitsche et al., 2003b) ;

— Augmentation du temps d’endurance sur la contraction musculaire
(fléchisseur du coude gauche) aprés stimulation anodique (10 minutes
a 1.5 mA) du cortex M1 droit (Cogiamanian et al., 2007) ;

— Augmentation de la force musculaire de la jambe (pendant au moins
30 minutes) aprés stimulation de l'aire cérébrale correspondante au
niveau du M1 droit (aire localisée par un stimulus par TMS; tDCS
10 minutes & 2 mA) (Tanaka et al., 2009).

Ainsi, la tDCS anodique appliquée au niveau du M1 peut améliorer les

performances dans divers aspects de taches motrices tels que la précision,
I’apprentissage, ou encore la force.

tDCS et cognition

Un des principaux domaines d’utilisation de la tDCS, oscillant entre étude
de mécanismes et amélioration de capacités, est celui de la cognition.

A ce jour, la plupart des études sur sujet sain évaluent 'effet d’une session
de tDCS (anode sur le CPFDL gauche, cathode la plupart du temps sur 'aire
supra-orbitaire controlatérale) sur 'apprentissage et la mémoire de travail.
En général les paramétres de stimulation sont une intensité de 1 4 2 mA et

une durée de 10 & 20 minutes (pour revue, voir article en annexe A, Bennabi
et al. (2014)).

Aprés une stimulation anodique du CPFDL, une amélioration de I'ap-
prentissage implicite (qui consiste a développer inconsciemment des connais-
sances, sans pouvoir les verbaliser) a été mise en évidence dans une tache
de classification probabiliste (Kincses et al., 2004). L’apprentissage explicite
(apprentissage cette fois volontaire, conscient) peut aussi étre facilité par
cette technique (Hammer et al., 2011)).

La mémoire de travail est souvent évaluée par la tache de n-back, ou I'on
présente des stimuli successifs a un sujet qui doit réagir quand un stimu-
lus a été présenté n positions auparavant. Ainsi, de maniére non exhaustive,
plusieurs auteurs ont pu montrer une ameélioration des performances suite a
une stimulation anodique du CPFDL gauche, avec un plus grand nombre de
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réponses correctes (Fregni et al., 2005b) jusqu’a 30 minutes aprés la stimula-
tion (Ohn et al., 2008) ou une diminution du temps de réaction (Teo et al.,
2011).

D’autres auteurs ont également reporté qu’'une stimulation anodique du
CPFDL permet d’améliorer la mémoire épisodique, processus permettant le
souvenir d’événements vécus dans un certain contexte (Manenti et al., 2013).

Enfin, I’équipe de Brunyé et al. (2014) a montré qu’une stimulation ano-
dique du cortex temporal droit & 2 mA (pendant une tache de navigation
spatiale virtuelle) augmente efficacité en terme de navigation et améliore la
mémoire spatiale chez des sujets ayant un faible sens de 1'orientation.

tDCS, dopage et dérives

Ces résultats semblent clamer la possibilité d’améliorer les performances
cognitives de I’étre humain, ouvrant la voie a diverses dérives.

- Grand public : de nombreux tutoriels sur la fabrication d’un dispositif
de stimulation, ainsi que des stimulateurs commercialisés, sont disponibles
sur Internet. Un casque de stimulation transcranienne (tDCS, tACS, tRNS)
nommé foc.us est ainsi actuellement proposé a la vente aux particuliers,
avec des arguments tels que la supposée possibilité d’améliorer les capacités
physiques (endurance), cognitives, en jeu vidéo, ou méme de faire des réves
lucides (figure 2.3, partie A).

Puisque les stimulateurs marqués CE (conforme aux exigences, ce qui
implique le respect de certaines normes) utilisés pour la recherche clinique
ont effectivement des effets bénéfiques sur la mémoire de travail, Steenbergen
et al. (2015) ont réalisé une étude comparant les effets du stimulateur com-
mercial & un groupe sham dans la tache de n-back. Ils ont ainsi montré que la
stimulation active (20 minutes, en positionnant le casque de la maniére spé-
cifiée par le vendeur; figure 2.3, partie B) diminuait les performances dans
ce test, se révélant ainsi préjudiciable et ne constituant en aucun cas une
alternative aux générateurs de courant vendus pour la clinique. Les effets sur
le long terme de stimulations par cet appareil restent & déterminer, mais il
convient d’étre prudent face a la possibilité de se procurer - ou de fabriquer
- ce genre de stimulateurs.
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FIGURE 2.3 — L’appareillage foc.us. A) Photos tirées du site promotionnel de
I'appareil, www.foc.us. B) Schéma du montage des électrodes pour le stimula-
teur foc.us, selon les spécifications fournies a I'achat ; adapté de Steenbergen
et al. (2015).

Par ailleurs, un sondage international parmi les chercheurs ayant publié
dans le champ de la tDCS révele que l'utilisation de cette technique pour
améliorer les performances pose plus de préoccupations aux chercheurs que
son utilisation en recherche ou en clinique. Ces soucis sont principalement
ceux concernant 'innocuité et le risque d’effets secondaires, la stimulation
pouvant étre appliquée de maniére inappropriée par des personnes non for-
mées a cette technique. S’ajoutent les soucis éthiques, soulignés par le risque
inhérent & la mise & disposition d’une technique "d’amélioration des per-
formances" sans que ses effets et mécanismes aient été clairement établis ;
par ailleurs la preuve d’un rapport bénéfice-risque favorable reste a apporter
(Riggall et al., 2015). Notons enfin que les effets & long terme de la tDCS,
notamment sans controle médical ni indication thérapeutique, restent incer-
tains. Il apparait donc nécessaire de se montrer prudents face a 'emploi de
cette technique de stimulation cérébrale.

- Armée et personnel de sécurité : 1’équipe de Levasseur-Moreau et al.
(2013) s’est posé la question de la possibilité - et de Uintérét - d’utiliser les
stimulations transcraniennes non invasives pour améliorer les performances
motrices et cognitives des personnels de 'armée, ou des services de sécu-
rité publics ou privés. Ils soulignent que des programmes d’entrainement de
certaines fonctions motrices et cognitives - pouvant étre améliorées par ces
techniques de stimulation - existent déja pour ces personnels : entrainements
a I’habileté au combat pour les militaires, ou encore des compétences atten-
tionnelles pour le personnel de sécurité des aéroports.
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Les techniques de stimulation transcraniennes, dans cette optique, se-
raient un outil pour I’"amélioration" des personnels de sécurité ; mais il reste
a déterminer si leurs effets bénéfiques peuvent étre transférés a des situations
réelles, la grande majorité des données présentées jusqu’a présent ayant été
collectée en laboratoire. Enfin, la question de I'intérét de ces techniques dans
ce cadre se pose aussi : leurs effets sont-ils assez puissants (en terme d’ampli-
tude et de durée) pour provoquer des améliorations suffisantes 7 Les auteurs
précisent I'importance de discuter du caractére éthique de l'utilisation de
ces techniques pour améliorer les performances, et surtout du controle de sa
réelle innocuité (Levasseur-Moreau et al., 2013).

Sehm et Ragert (2013) répondent d’ailleurs a cet article en opposant
d’importants doutes quant aux effets a long-terme, a la spécificité de la mo-
dulation des fonctions cérébrales, et & la possibilité de mettre en application
la stimulation transcranienne hors des conditions controlées de laboratoire.
En effet, dans des situations complexes (avec de possibles interactions en-
vironnementales, émotionnelles ou de diverses natures), il est actuellement
impossible de savoir comment la modulation de facteurs tels que ’attention
ou la prise de décision pourrait se répercuter, et s’il n'y a pas un risque
d’aboutir a des comportements négatifs voire dangereux pour les tiers.

En réponse a ces critiques, la premiére équipe a publié un nouvel article
précisant qu’avant tout usage des techniques de stimulation non-invasive
comme outil d’amélioration de sujets sains il restait a évaluer le rapport
bénéfice-risque, et que tout protocole de stimulation devrait étre révisé par
des institutions indépendantes. Les stimulations devraient par ailleurs étre
réalisées par un personnel habilité dans un environnement controlé, avec de
stricts critéres d’inclusion et d’exclusion pour les participants (Brunelin et al.,
2013).

Le débat reste donc ouvert, certains auteurs défendant 'intérét des mé-
thodes de stimulation cérébrale pour 'amélioration de I'espéce humaine ; ils
placent alors les techniques telles que la tDCS au méme titre que d’autres
améliorations - telles que la fabrication de vétements ou la littérature - ren-

dant possible la survie et le développement dans de bonnes conditions (qualité
de vie) de 'Homme (Clark, 2014).
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2.2 Pourquoi cibler le cortex préfrontal dorso-
latéral ?

Chez 'Homme, la plupart des études réalisées se basent sur une stimula-
tion anodique du CPFDL et montrent des effets positifs sur des symptomes
de dépression, d’addiction, et dans des tests cognitifs (Cf. chapitre 2). La
majorité des études visant d’autres zones cérébrales s’intéressent par ailleurs
a des lésions ou des pathologies trés spécifiques (par exemple, stimulation
de la zone lésée aprés une attaque cérébrale, ou inhibition du foyer épilepto-
géne chez des patients épileptiques) ; nous nous intéresserons donc dans cette
section au CPFDL.

Le cortex frontal humain est délimité par le sillon central (scissure de Ro-
lando), qui le sépare du lobe pariétal, et le sillon latéral (scissure de Sylvius),
qui le sépare du lobe temporal. On le subdivise en trois grandes structures
(figure 2.4) :

— Le cortex moteur;

— Le cortex prémoteur en avant du précédent ;

— Et la zone qui nous intéressera par la suite, le cortex préfrontal.

L e Sillon central
Cortex || Cortex

prémoteur | moteur

Sillon latéral \_

L2

iEslze e oL
FIGURE 2.4 — Schéma de l'organisation du cortex cérébral chez 'Homme.
CPF : cortex préfrontal ; DL : dorsolatéral, VL. : ventrolatéral, OF : orbito-
frontal. Adapté du manuel d’anatomie de Gray (1918).
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2.2.1 Importance des réseaux neuronaux

Le cortex frontal est impliqué dans diverses fonctions cognitives et com-
portementales (planification, exécution et controle des mouvements volon-
taires...). La zone préfrontale plus particuliérement est connectée & de nom-
breuses régions corticales et sous-corticales, assurant un role d’intégrateur
central au sein du systéme nerveux. En effet, cette zone peut étre considérée
comme le cortex associatif du lobe frontal, et ses fonctions ne peuvent étre
étudiées si elles ne sont pas remises dans le contexte du réseau formé avec les
autres aires cérébrales.

Le cortex frontal est connecté (de maniére topographique et, la plupart
du temps, réciproquement) avec le tronc cérébral, le thalamus, le systéme
limbique et les ganglions de la base. Il intégre des informations externes
(environnementales) et internes (dont la motivation), et fournit une réponse
comportementale adaptée (Fuster, 2001).

Enfin, il présente également des connexions inter-hémisphériques assurant
un transfert d’informations, particuliérement par l'intermédiaire du corps
calleux.

2.2.2 Le cortex préfrontal dorsolatéral

Le CPFDL, impliqué notamment dans les fonctions exécutives telles que
la mémoire de travail, la planification, la prise de décision ou encore la flexi-
bilité mentale (Miller et Cummings, 2007), est une région définie d'un point
de vue fonctionnel plutot qu’anatomique (figure 2.4). Il est connecté & de
nombreuses autres régions dont le cortex orbitofrontal (engagé dans la prise
de décision), le thalamus (relais de signaux sensoriels et moteurs, controle
de Pétat de conscience), les ganglions de la base (mouvements volontaires,
diverses fonctions cognitives, comportement social), ’hippocampe (différents
types de mémoire), et des aires associatives des lobes temporaux, pariétaux,
et occipitaux (intégration et traitement des informations sensorielles et mo-
trices).

Des relations entre des lésions ou des dysfonctionnements du CPFDL et
diverses pathologies psychiatriques ont été établies. Voyons briévement I'im-
plication de cette zone cérébrale dans les trois aspects qui nous intéresseront
au cours de cette these.

CPFDL et dépression

Parmi les différentes zones cérébrales affectées dans la dépression, une
attention particuliére a été portée au CPFDL. Diverses études en imagerie
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fonctionnelle ont montré son recrutement lors de taches de régulation des
émotions négatives (KKoenigs et Grafman, 2009). Une altération de la régula-
tion des affects négatifs due a un dysfonctionnement du CPFDL représente
un des mécanismes pouvant expliquer la symptomatologie dépressive.

Plus précisément, preuve a été faite d’un déséquilibre entre les hémi-
sphéres gauche et droit chez les dépressifs, et ceci notamment au niveau du
CPFDL. En effet, des études en imagerie cérébrale (par exemple, imagerie
par résonnance magnétique fonctionnelle : IRMf) mettent en évidence une
hypoactivité du CPFDL gauche, associé au jugement émotionnel négatif, et
une hyperactivité du CPFDL droit, associé & la modulation de 'attention
portée au jugement émotionnel (Grimm et al., 2008).

Ainsi, le choix de stimuler le CPFDL gauche (par des sessions de tDCS
anodique, ou d’autres méthodes de neuromodulation telles que la TMS) vise
a augmenter 'excitabilité neuronale, et restaurer une réponse normale de
cette région. Plus particuliérement, faciliter 'activation du CPFDL gauche
tout en diminuant I’activité du CPFDL droit (tDCS bilatérale) est une piste
intéressante pour rétablir I’équilibre entre ces deux zones affectées dans les
troubles dépressifs (Nitsche et al., 2009a).

CPFDL et troubles de la mémoire

La mémoire fait partie des fonctions assurées par le cortex préfrontal (en
association avec d’autres aires cérébrales). Il augmente efficacité de ’enco-
dage (acquisition d’informations a partir de stimuli), par exemple en orientant
'attention vers les éléments importants (Buckner et al., 1999).

Le CPFDL est particuliérement important pour la mémoire de travail
(Brunoni et Vanderhasselt, 2014). Suite a I’étude de la mémoire de travail
chez des sujets atteints de lésions du CPFDL gauche et/ou droit, il a été
montré que le CPFDL gauche est nécessaire a la manipulation d’informations
verbales et spatiales, tandis que le CPFDL droit est impliqué dans ce qui a
trait au raisonnement (Barbey et al., 2013).

Une baisse de performance en matiére de mémoire de travail est sou-
vent reportée dans diverses pathologies psychiatriques et neurologiques, sans
qu'un traitement efficace n’ait été établi (Andrews et al., 2011). Puisqu’il
a été montré qu’une stimulation anodique du CPFDL gauche augmente les
performances cognitives, a la fois chez des sujets sains (voir section 2.1.4)
et des sujets parkinsoniens (Boggio et al., 2006), il est permis de penser que
la tDCS pourrait étre un traitement a combiner & une médication ou a des
exercices de remédiation cognitive .
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CPFDL et addiction

La consommation abusive de drogues et la dépendance entrainent une
dérégulation de processus émotionnels et cognitifs controlés par le cortex,
incluant le CPFDL. Cette zone est impliquée dans des fonctions telles que la
prise de décision et le controle des impulsions; aussi les modifications neu-
robiologiques - notamment une diminution de son activité - sont a 'origine
d’une réponse inadaptée aux effets des drogues. C’est ainsi qu’on voit appa-
raitre une diminution des comportements d’inhibition, ou encore des phéno-
ménes de rechute aprés exposition a des indices liés a la drogue (Garavan et
Hester, 2007 ; Koob et Volkow, 2010).

L’abstinence de consommation de cigarettes chez des fumeurs dépendants
entraine une variété de symptomes dont des déficits cognitifs associés au se-
vrage qui auraient par ailleurs, avec la diminution d’activité dans le CPFDL
gauche, une forte validité prédictive pour la rechute (Loughead et al., 2015
; Patterson et al., 2010). Ces déficits seraient annulés aprés une administra-
tion de nicotine ou d’un traitement (tel que le bupropion) favorisant 1'arrét
de consommation (Ashare et al., 2014). La tDCS pourrait améliorer les fonc-
tions cognitives (diminuées chez le sujet dépendant) et le controle cognitif,
réduisant ainsi la probabilité d’une rechute.

L’exposition de sujets dépendants & des stimuli associés a leur drogue
d’abus entraine une activation du CPFDL mise en évidence dans des études
d’imagerie cérébrale fonctionnelle (tomographie par émission de positons, qui
permet de mesurer le métabolisme cellulaire, ou IRMf, qui permet de mesurer
les variations de flux sanguin et donc Iactivité des régions cérébrales). Ceci a
été réalisé pour différentes drogues telles que la cigarette (Brody et al., 2002
; Due et al., 2002), I'alcool (Wrase et al., 2002 ; Olbrich et al., 2006) et la
cocaine (Grant et al., 1996 ; Maas et al., 1998). L’activation du CPFDL re-
fléterait le craving ressenti par ces sujets ainsi que la génération et la mainte-
nance d’objectifs comportementaux visant a obtenir la drogue (Wilson et al.,
2004).

Appliquée sur le CPFDL, la tDCS semble capable de modifier au moins
transitoirement les comportements liés a la prise de décision et de risque ainsi
qu’a 'impulsivité tout en diminuant le craving.

2.3 Recherche translationnelle

Le concept de recherche translationnelle désigne le transfert des obser-
vations réalisées en recherche fondamentale (travaux expérimentaux, notam-
ment sur des cultures de cellules ou sur des modéles animaux) & la recherche
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clinique (dont 1'objet est le développement de nouveaux traitements meédi-
caux efficaces), et inversement. Le but est, via la recherche fondamentale,
d’apporter a la clinique des innovations thérapeutiques (développement de
nouveaux traitements, compréhension de leurs mécanismes...) tout en ayant
le retour d’observations faites chez 'Homme sur Defficacité réelle du traite-
ment, ses effets secondaires, ’évolution des pathologies traitées...

En ce qui concerne la tDCS, si elle apparait intéressante comme trai-
tement (ou traitement complémentaire) de divers troubles neurologiques et
psychiatriques, elle n’a pas encore gagné le titre d’intervention prescriptible.
Avant de pouvoir étre mis sur le marché avec une indication thérapeutique,
tout nouveau traitement doit passer par plusieurs phases d’étude au sein d’un
essai clinique.

Les différentes phases d’étude clinique

Aprés des études précliniques (chez ’animal) visant a déterminer les effets
du traitement et les doses auxquelles les effets bénéfiques et les effets toxiques
apparaissent, le traitement entre en phase clinique. La phase I consiste a
étudier la tolérance et la cinétique du traitement chez I’étre humain (sujets
volontaires, sains ou atteints de pathologies spécifiques) ; elle est suivie de la
phase II, dont le but est de déterminer la dose optimale du traitement ainsi
que ses effets indésirables.

Actuellement une seule étude concernant la tDCS entre dans la phase 11T,
qui étudie Defficacité du traitement en comparaison a un placebo et/ou a un
traitement de référence. Cette étude, ELECT-TDCS, est dirigée par Andre
Brunoni, de l'université de Sao Paulo, et s’intéresse a efficacité de la tDCS
comme traitement antidépresseur (Brunoni et al., 2015) en comparaison a un
traitement de référence (Escitalopram oxalate, traitement antidépresseur de
la classe des inhibiteurs sélectifs de recapture de la sérotonine) et a un placebo
(médicament placebo et traitement sham, c’est-a-dire tDCS inactive). Elle
se base sur une publication précédente du groupe de Brunoni, qui mettait
en évidence qu’un traitement par des sessions répétées de tDCS (1 session
a 2 mA /jour pendant 10 jours, puis 2 sessions/semaine les 4 semaines sui-
vantes) était aussi efficace qu'un antidépresseur de référence, la sertraline
(également de la classe des inhibiteurs sélectifs de recapture de la séroto-
nine), et que leffet bénéfique des deux combinés était plus important que
I'effet de chaque traitement donné séparément (Brunoni et al., 2013b). En
cas de résultats satisfaisants, cette étude constituera un grand pas en avant
vers la validation de I'utilisation de la tDCS comme nouveau traitement an-
tidépresseur, potentiellement aussi efficace et avec moins d’effets secondaires
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que les traitements de référence actuels.

Notons qu’en cas de validation de ce traitement, il y aura alors une phase
IV d’essai clinique, consistant a étudier sur le long terme (aprés sa mise sur
le marché) ses effets secondaires.

La recherche fondamentale

En paralléle des données recueillies chez 'Homme, des études sur 'animal
s’averent nécessaires a plusieurs niveaux avant de valider I’emploi de la tDCS
pour un usage clinique : comprendre son mécanisme d’action et mesurer son
efficacité dans des modéles expérimentaux (animaux "sains" ou modéles de
maladie) ; décrire le trajet parcouru par le courant électrique et la facon dont
il est absorbé par les tissus (notamment via des études computationnelles) ;
rechercher les parameétres de stimulation optimaux et vérifier 'innocuité de
la méthode.

C’est, pourquoi le développement d’un modéle animal permettant ’étude
de chacun de ces points a soulevé notre intérét. Je décrirai la notion de
"modeéle" dans le chapitre 3, présenterai ceux actuellement existants (pour
la tDCS), et discuterai de l'intérét d’un nouveau modéle. Je justifierai de
maniére plus détaillée les choix méthodologiques que nous avons fait lors du
développement de notre modéle murin de tDCS dans le chapitre 9.



3 Les modéles animaux

Les modéles animaux sont essentiels a la recherche biomédicale. Ils per-
mettent I'étude du fonctionnement normal et pathologique des organismes,
et le développement de médications et autres interventions (chirurgicales ou
non invasives). Le comité du Conseil National Américain de Recherche sur
les Modéles Animaux définit ainsi cette notion : un modéle dans lequel la
biologie ou le comportement normatifs, ou bien un processus pathologique
(spontané ou induit) peuvent étre étudiés, et partageant un ou plusieurs as-
pects communs avec un phénoméne équivalent chez ’'Homme ou d’autres
espéces animales (National Research Council Committee on Animal Models
for Research and Aging).

3.1 Notion de modéle

Avant de continuer, il m’apparait important de préciser la notion de mo-
déle, puisque j'emploierai ce terme au cours de ma thése.

Un modéle animal & proprement parler peut étre naturel (condition na-
turelle, pathologie spontanée), expérimentalement induit (modification gé-
nétique, traitement spécifique...), ou naturellement résistant a une affection
spécifique. Dans tous les cas, il doit répondre a une liste de critéres dont le
but est de le rendre le plus pertinent possible pour extrapoler a ’'Homme les
observations réalisées.

Il existe ainsi trois principaux critéres de validité & considérer (Nestler et
Hyman, 2010 ; Belzung et Lemoine, 2011) :

— Critére d’homologie (ou validité de construction) : les mécanismes
de construction du modéle sont similaires a ceux impliqués dans la
pathologie chez ’'Homme ;

— Critere isomorphique (ou validité d’apparence) : le modéle animal re-
produit de la maniére la plus fidéle possible les lésions, symptémes ou
mécanismes d’une pathologie humaine ;

— Critere prédictif (validité de prédiction) : Ueffet d’un traitement et les
mécanismes expliquant cet effet doivent étre similaires a ceux observés

29
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chez 'Homme.

Ainsi un bon modéle animal de pathologie (y compris pathologie psychia-
trique) se doit de répondre a ces trois critéres. Cependant, il est important
de rappeler les limites de la modélisation. L’analogie entre deux espéces ani-
males ne peut jamais étre considérée comme parfaite (notamment en terme
de symptomes de pathologies et réponse aux traitements). Si les observations
réalisées sur modéle animal peuvent toujours apporter des éléments intéres-
sants pour la recherche sur ’'Homme, il convient de ne pas tirer de conclusions
hatives et de rester prudents lors des comparaisons.

Dans le cadre de ma thése, nous ne cherchons pas a valider ou utiliser
un modéle animal de pathologie; nous utilisons la souris de souche Swiss
pour étudier le traitement par tDCS. Nous emploierons parfois le terme de
"modéle" puisque nous cherchons & mimer chez ’animal les effets de la tDCS
retrouvés chez 'Homme, mais ce terme est a ne pas confondre avec la notion
précise de "modéle animal de pathologie".

3.2 Les modéles animaux de tDCS

Il existe actuellement plusieurs modéles animaux de tDCS, notamment
chez le rat. Je présenterai dans cette section ceux chez lesquels ont été mis en
place la tDCS in vivo, et exclurai ceux pour lesquels une chirurgie particulie-
rement invasive (par exemple, implantation d’électrodes dans ’os du crane et
non en surface (Islam et al., 1994, 1995)) a été réalisée, éloignant le modéle
de ce qui est pratiqué chez ’'Homme. J’exclurai aussi les études s’intéressant
a des techniques dérivées de la tDCS (telle que la tDCS oscillatoire, étudiée
par exemple par Binder et al. (2014a,b), ou encore la tDCS pulsée, comme
chez Ben Taib et Manto (2009)).

Par conséquent, je ne citerai pas non plus ici les études in vitro, qui sont
extrémement intéressantes pour comprendre des mécanismes cellulaires mais
concernent 'application de courants de faible densité directement sur des
tranches de cerveau. Ces études ont été présentées dans la section 1.3.3.

3.2.1 Etudes sur animaux sains

La tDCS chez 'animal a été mise en place de différentes maniéres en
fonction des équipes.
Rongeurs : modéles avec chirurgie légére

Un des principaux modéles existants, mis en place chez le rat, est celui de
I'équipe de Liebetanz, Fregni et Nitsche. Une embase (cylindre en plastique)
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pour P'électrode (surface de contact avec 'os : 3.5 mm?) est fixée au moyen
de ciment dentaire sur le crane de I'animal.

Lors des stimulations, le rat est éveillé afin d’éviter toute interaction entre
un anesthésiant et la stimulation. Une contre-électrode (10.5 cm?) est main-
tenue contre son thorax par un corset le temps de la stimulation (figure 3.1).
L’asymétrie entre les deux électrodes a été décidée dans le but de créer un
gradient de densité de courant (la densité la plus importante étant celle au
niveau de 'aire cérébrale stimulée). Leur éloignement (contrairement & ce
qui est pratiqué chez I’'Homme, ou les deux ¢lectrodes sont le plus souvent
céphaliques) permet d’éviter le passage de courant directement de 'une a
lautre (shunt).

L’intensité de courant augmente graduellement (fade-in de 10 secondes),
reste constante pendant le temps désiré (par exemple 20 minutes), puis di-
minue (fade-out de 10 secondes) afin d’éviter la sensation due a une brusque
variation de courant.

Plusieurs études ont été menées sur ce modeéle ; cette équipe s’est notam-
ment penchée sur les limites de stireté concernant les stimulations cathodiques
chez 62 rats Wistar des deux sexes. Un courant cathodique a été appliqué
sur le cortex frontal (2 mm en avant et 1.5 mm sur la droite du Bregma, qui
est le point de jonction entre suture coronale et suture sagittale sur I'os du
crane) des animaux via ’électrode épicraniale. Diverses intensités de courant
ont été testées (0.001;0.01;0.05;0.1; 0.5 et 1 mA) pendant 15, 30, 90 ou 270
minutes. Un groupe de 4 rats a également recu 5 stimulations consécutives de
10 minutes & 0.4 mA (intensité juste en dessous de celle a laquelle apparais-
saient les lésions aprés une stimulation unique). Les auteurs ont ainsi montré
qu’en dessous d’une densité de courant de 143 A /m?, aucune lésion cérébrale
n’était détectée. Les lésions apparaissaient pour une stimulation a partir de
0.5 mA pendant 10 minutes et plus. Sous ce seuil, méme les stimulations de
longue durée ou répétées 5 fois n’entrainaient aucun dommage (Liebetanz
et al., 2009).

De méme, cette équipe a montré que la tDCS modulait le débit san-
guin cérébral de maniére polarité- et intensité-dépendante (rat male Sprague-
Dawley ; électrode stimulatrice sur le territoire de ’artére cérébrale moyenne,
intensité de 0.025, 0.05 ou 0.1 mA, durée de 15 minutes) : augmentation du
débit sanguin aprés une stimulation anodique, et diminution aprés une sti-
mulation cathodique (Wachter et al., 2011). A noter que dans ce cas, les rats
étaient anesthésiés pendant la stimulation et la mesure du débit sanguin. Le
méme type de protocole a été appliqué par Han et al. (2014), qui a étudié la
réponse hémodynamique du cerveau de rat (par fNIRS, résultats présentés



62 CHAPITRE 3. LES MODELES ANIMAUX

dans la section 1.3.3) sous tDCS : rat anesthésiés de la chirurgie a la tDCS
(0.2 mA, 10 minutes), stimulation anodique (2 mm en arriére du Bregma,
5 mm & droite).

Ce modéle de tDCS a également servi dans une étude sur 'apprentissage
et la mémoire de travail visuo-spatiale. Les auteurs ont testé des rats (Long
Evans méles) sham, stimulés par ’anode, ou stimulés par la cathode au niveau
du cortex frontal par un courant de 0.2 mA pendant 30 minutes. Les rats ont
subi 3 séances de stimulation juste avant un test d’évitement de place, sur
3 jours; au bout de 21 jours, ils ont subi de nouveau le test (sans stimulation
préalable). Aucune polarité de courant n’induisait d’effet & court terme dans
leur test, mais aprés 21 jours, les rats stimulés par la cathode avaient de
meilleures performances (en apprentissage et en mémoire de travail spatiale)
comparés aux sham (Dockery et al., 2011).

Rueger et ses collaborateurs se sont intéressés a la réponse cellulaire au
niveau du cortex frontal aprés plusieurs sessions de stimulation par tDCS
(5 ou 10 séances de 15 minutes & 0.5 mA, rats anesthésiés). Ils ont mon-
tré que les stimulations par les deux polarités induisaient une réponse pro-
inflammatoire, mais que seules les stimulations cathodiques provoquaient le
recrutement de cellules souches neuronales (marquées a la Bromodésoxyuri-
dine) au niveau du cortex stimulé, et ce plus fortement aprés 10 stimulations.
Ceci pourrait par exemple participer a la régénération des zones cérébrales
atteintes par un accident ischémique (Rueger et al., 2012).

Enfin, récemment, ce modéle a été utilisé par Podda et al. (2016) chez
la souris. Les animaux ont subi une chirurgie visant a implanter I'électrode
stimulatrice (sous anesthésie), et aprés 5 jours de repos ont été stimulés
éveillés (et libres de leurs mouvements) pendant 20 minutes & 0.35 mA au
niveau de la formation hippocampique gauche (1 mm en arriére du Bregma,
1 mm a gauche). Ils ont ainsi montré que la stimulation anodique entrainait
une amélioration de ’apprentissage et de la mémoire (piscine de Morris et test
de reconnaissance d’objet) et une augmentation de la potentialisation a long
terme dans ’hippocampe, ceci associé a une augmentation de ’expression du
BDNF. Ces effets duraient pendant au moins une semaine apreés la tDCS.
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Electrode stimulatrice

Contre-électrode

FIGURE 3.1 — Position des électrodes sur le rat dans le modéle de Liebetanz ;
I’anode est fixée au moyen d’une chirurgie légére a une position donnée sur le
crane de 'animal, et la cathode est maintenue contre son thorax ventral au
moyen d’un corset. Dans la plupart des études, 'animal est stimulé éveillé.
Adapté de Liebetanz et al. (2006b).

Pour finir, plusieurs études sur modéle animal portent sur I’électrophy-
siologie ; les animaux sont alors anesthésiés profondément et placés dans un
cadre de stéréotaxie pendant la stimulation.

L’équipe de Cambiaghi et Leocani s’est intéressée au modeéle murin (sou-
ris femelles, souche C57BL/6), réalisant un montage similaire a celui décrit
par Liebetanz. Une embase en plastique (surface interne 4.5 mm?) était po-
sée et maintenue par du ciment dentaire sur le crane des animaux au niveau
du cortex moteur M1 droit. Aprés un repos de 3 & 6 jours, les animaux
étaient anesthésiés, une contre-électrode (5.2 em?) placée contre leur thorax
au moyen d’un corset, et la stimulation (anodique ou cathodique) était appli-
quée 10 minutes & 0.25 mA (densité de courant de 5.55 mA /cm?). L’équipe
¢tudiait alors amplitude des PE moteurs (Cambiaghi et al., 2010) ou vi-
suels (Cambiaghi et al., 2011) avant et aprés une stimulation anodique, ca-
thodique, ou sham. Leurs résultats sont cohérents avec ceux obtenus chez
I'Homme (augmentation de 'amplitude des PE sous stimulation anodique,
et diminution sous stimulation cathodique), confirmant que la souris est un
modéle intéressant pour I’étude des effets de la tDCS.

Toujours sur modéle murin, Monai et al. (2016) ont récemment montré
que la stimulation par tDCS augmente la concentration en ions calcium dans
les astrocytes, jouant trés probablement un role dans la plasticité synaptique
associée aux récepteurs NMDA (puisque le taux de calcium astrocytaire est
positivement corrélé au taux extracellulaire de D-sérine, co-agoniste des ré-
cepteurs NMDA). IIs ont pour ceci appliqué un courant de 0.1 mA pendant
10 minutes sur le cortex visuel primaire de souris mutantes dont les astrocytes
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exprimaient une protéine fluorescente (permettant de réaliser une technique
d’imagerie transcranienne in vivo) (Monai et al., 2016).

Nous pouvons également citer Uarticle de Bolzoni et al. (2013), qui a
étudié chez le rat anesthésié les effets de la stimulation du cortex moteur (1 &
2 mm a droite du Bregma) & une intensité de 0.2 mA pendant 5 & 7 périodes de
5 minutes. La cathode et ’anode entrainaient respectivement une facilitation
ou une diminution des réponses musculaires évoquées suite a la stimulation
de zones du tronc cérébral (le faisceau longitudinal médial et le noyau rouge)
durant au moins 1 h. Bien que ces effets semblent contradictoires avec les
études précédentes sur la polarité, ceci démontre un impact a long terme de
la tDCS sur les neurones sous-corticaux (Bolzoni et al., 2013).

Rohan et ses collaborateurs ont stimulé 34 rats Sprague-Dawley males
pour réaliser ensuite une étude sur tranches de cerveau. Aprés la pose d’une
électrode sur 1'os du crane, 2.5 mm en arriére du Bregma et en position cen-
trale, les animaux bénéficiaient d’une semaine de repos. Une électrode de
référence était ensuite placée entre leurs épaules, et ils étaient placés dans un
environnement nouveau pour une stimulation de 30 minutes & des courants
de 0.1 ou 0.25 mA tout en restant libres de leurs mouvements. Ils étaient
alors replacés dans leur cage et euthanasiés 30 minutes ou 24 h aprés pour
récupération de leur cerveau (Rohan et al., 2015). Les auteurs ont ainsi mon-
tré qu’une stimulation par tDCS (in vivo) renforce la plasticité synaptique
(LTP) au niveau de I’hippocampe de maniére dose-dépendante, ceci encore
24 h aprés une stimulation a 0.25 mA.

Rongeurs : modéles sans chirurgie

- Avec anesthésie : toujours chez le rat (Sprague-Dawley males), Takano
et al. (2011) ont fixé une électrode en fibres de carbone (5 mm x 5 mm)
au niveau du cortex frontal et une au niveau du cou (20 mm de diameétre;
figure 3.2). Les rats étaient stimulés sous anesthésie (stimulation anodique a
0.4 ou 0.04 mA, 10 minutes) et lactivité cérébrale a été mesurée par IRM
fonctionnelle. Les auteurs ont ainsi montré qu’une stimulation anodique du
cortex frontal a une intensité de 0.4 mA augmente l'intensité de signal au
niveau du cortex frontal et du noyau accumbens, une région sous-corticale
connectée & la premiére et impliquée dans des fonctions liées au circuit de la
récompense (Takano et al., 2011). Sur le méme modéle, les auteurs ont montré
qu’une stimulation du cortex frontal de 10 minutes & 0.8 mA par la cathode
(mais pas par l'anode) faisait varier les taux extracellulaires de dopamine
dans le striatum. Notons que malgré la forte intensité de courant, une étude
histologique avec deux types de coloration (crésyl violet et hématoxyline-
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éosine) n’a pas révélé de lésion tissulaire.

Ceci suggére un effet de la tDCS sur le systéme dopaminergique au niveau
des ganglions de la base, qui participent & des réseaux neuronaux impliqués
dans diverses fonctions, dont des fonctions motrices, cognitives et limbiques
(Tanaka et al., 2013).

FIGURE 3.2 — Position des électrodes sur le rat dans le modéle de Takano.
Une électrode est posée au niveau du cortex frontal, 'autre au niveau du cou.
Le rat est stimulé sous anesthésie. Adapté de Takano et al. (2011).

- Sans anesthésie : Macedo et al. (2016) ont réussi & mettre en place
chez le rat un protocole de stimulation bilatérale du CPFDL (anode a droite,
cathode a gauche). Pour ceci, ils ont collé des électrodes adhésives sur le
crane rasé des rats (fixées au moyen de sparadrap) et les ont stimulés pendant
20 minutes & 0.5 mA. De maniére intéressante, ils ont utilisé deux groupes
témoins : un groupe controle sans stimulation et un groupe sham similaire a ce
qui est pratiqué chez ’'Homme, avec 30 secondes de stimulation avant que le
courant ne soit arrété. Ce type de controle est réalisé chez ’Homme pour que
les sujets aient la sensation d’échauffement ou picotement parfois ressentie
au début de la stimulation, quand le courant commence a étre appliqué ; chez
I’animal, la plupart du temps, les animaux sham subissent le méme traitement
que les stimulés mais ne se voient administrer aucune stimulation.

Ils ont ainsi montré que la tDCS, comme chez 'Homme, réduisait chez le
rat le craving pour une nourriture palatable (céréales sucrées) 24 h aprés la
stimulation.
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FIGURE 3.3 — Position des électrodes sur le rat dans le modéle de Macedo ;
les électrodes stimulatrices sont posées sans anesthésie ni chirurgie au niveau

du cortex préfrontal, et le rat est stimulé éveillé. Adapté de Macedo et al.
(2016).

Autres modéles animaux

Enfin, la tDCS a également été testée sur le chat et le lapin. Une équipe
s’est intéressée aux performances visuo-spatiales de trois chats domestiques
males pendant et aprés stimulation cathodique du cortex visuo-pariétal. Les
électrodes (4 cm?) ont été posées sur la téte rasée et nettoyée a 1’alcool des
chats, la cathode au-dessus du cortex visuo-spatial droit et I’anode sur le
front gauche (figure 3.4 A). Les auteurs ont ainsi montré qu’une stimulation
cathodique de 20 minutes & 2 mA de cette aire cérébrale entrainait une baisse
des performances & détecter et localiser des stimuli dans le champ visuel
controlatéral, ceci jusqu’a 1 h aprés la fin de la stimulation (Schweid et al.,
2008).

Marquez-Ruiz et al. (2012) se sont intéressés a la modulation, par tDCS,
de la perception sensorielle nécessaire a I’établissement d’un apprentissage as-
sociatif chez le lapin. Quatre ¢électrodes stimulatrices en argent étaient placées
chirurgicalement sur le crane des lapins au-dessus du cortex somatosensoriel
droit ; une éponge remplie de solution saline et placée sur l'oreille controlaté-
rale servait de contre-électrode (figure 3.4 B). Les animaux, éveillés, ont regu
une stimulation anodique ou cathodique a différentes intensités (0.5, 1, 1.5 ou
2 mA ; densité de courant maximum regue : 3.7 A/m?) pendant 20 minutes.
La tDCS anodique augmentait et la tDCS cathodique diminuait 1’acquisi-
tion du conditionnement de clignement des yeux en réponse a un stimulus
conditionné (stimulation des babines).
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FIGURE 3.4 — Position des ¢électrodes sur les modéles animaux non rongeurs.
A/ Chez le chat, les électrodes sont positionnées sans chirurgie sur le crane
de Panimal, qui est stimulé éveillé. B/ Chez le lapin, une électrode d’enre-
gistrement est insérée dans le cerveau. 4 billes d’argent (en rouge) servant
d’électrodes actives pour la tDCS sont placées autour (& 3 mm du centre de
la fenétre d’insertion); la contre-électrode est attachée a Ioreille du lapin.
Adapté de Schweid et al. (2008) et de Marquez-Ruiz et al. (2012).

3.2.2 Etudes sur modéles de pathologies

Il y a également eu quelques études de tDCS chez des animaux présentant
des désordres neurologiques.

- Epilepsie : chez le rat, des crises d’épilepsie ont été induites soit par
des stimulations électriques, soit par une injection de substances spécifiques
(combinaison lithium-pilocarpine, un cholino-mimétique, ou pentylenetetra-
zol, un antagoniste du récepteur GABA 4).

Liebetanz et ses collaborateurs ont testé sur un modéle de rat épileptique
I'effet anticonvulsivant de la tDCS. La tDCS a été réalisée sur ’animal comme
décrit ci-avant, I’embase étant fixée ici au niveau du cortex frontal droit
(3 mm en avant du Bregma, 3 mm sur la droite). Ils ont montré qu’en fonction
de la durée et de l'intensité du traitement (30 minutes de stimulation & 0.2 mA
ou 60 minutes de stimulation & 0.1 mA), une stimulation cathodique (mais pas
anodique) permettait d’augmenter le seuil épileptogéne (donc de diminuer le
risque de survenue d’une crise d’épilepsie; Liebetanz et al. (2006b)).

Kamida s’est basé sur le modéle de Liebetanz : les rats, des males Wis-
tar, ont subi une opération consistant en 'implantation d’une embase (2 mm
en avant et 1.5 mm & droite du Bregma) procurant une aire de contact de
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3.5 mm?, suivie d’une journée de récupération avant la stimulation (catho-

dique; 0.2 mA, 30 minutes/jour pendant 2 semaines). La contre-électrode
était ici une électrode-aiguille insérée a 'arriére du cou des rats. Les auteurs
ont ainsi montré que ce protocole réduisait les convulsions et avait des effets
neuroprotecteurs sur ’hippocampe des rats jeunes (agés de 21 jours lors de
I'induction du mal épileptique ; Kamida et al. (2011)).

Dhamne et al. (2015) ont également réalisé un modeéle de tDCS chez le
rat (Long Evans, méale). L’électrode stimulatrice était alors une électrode
disque d’électroencéphalographie placée sur le scalp apres rasage ; I'électrode
de référence était une éponge de 9 cm? mouillée de NaCl et placée contre
le thorax (figure 3.5). Les rats étaient en contention (restant éveillés avec
possibilité de ne bouger que la téte, les membres et la queue) et ont regu
une stimulation cathodique de 20 minutes a4 0.1 ou 1 mA, ou une stimulation
sham. Les auteurs ont ainsi confirmé qu’une session de tDCS cathodique
a 1 mA réduisait les crises d’épilepsie et ont montré que cela passait par
une inhibition GABAergique intracorticale (ceci au moyen de I’étude des PE
moteurs provoqués par TMS; Dhamne et al. (2015)).
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FIGURE 3.5 — Position des électrodes sur le modele de rat épileptique de
Dhamne ; les électrodes sont positionnées sans chirurgie, et la stimulation se
fait sur animal éveillé en contention. Adapté de Dhamne et al. (2015).

- Dépression corticale envahissante : les effets de la tDCS ont été tes-
tés sur la dépression corticale envahissante, dysfonctionnement transitoire du
cortex qui débute par une bréve dépolarisation neuronale (excitation) locale
et est suivie d’une hyperpolarisation (inhibition) qui se propage a la surface
du cortex suivant une vague lente (Bouhassira et Calvino, 2009). Ce phéno-
meéne serait responsable des auras dans les crises de migraine et pourrait étre
associé également aux crises d’épilepsie. Les auteurs ont émis I’hypothése que
la modification de I’excitabilité corticale due a la tDCS pourrait altérer la
propagation de cette dépression corticale (initiée, chez le rat, par application
de KCl). Ils ont ainsi administré a des rats Wistar méales un traitement par
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tDCS anodique, cathodique ou sham de 20 minutes & 0.2 mA, ceci sur le
cortex pariétal droit. A noter qu'ici, les rats sham recevaient une stimula-
tion de 10 secondes. La tDCS anodique entrainait une augmentation de la
vitesse de propagation de la dépression corticale envahissante ; la stimulation
cathodique n’avait aucun effet (ce qui pourrait étre dii & une interaction avec
I'anesthésiant utilisé pendant les stimulations) (Liebetanz et al., 2006a). Cet
effet est augmenté quand combiné a une stimulation électrique répétitive (sti-
mulation de 20 minutes par pulses de 5 secondes, & 0.6 mA, & une fréquence
de 1 Hz; Fregni et al. (2007)).

- AVC : Kim et ses collaborateurs ont étudié effet de la tDCS (anodique
et cathodique) dans un modéle d’ischémie permanente (par occlusion de I'ar-
tére cérébrale moyenne chez des rats Sprague-Dawley des deux sexes). Ces
rats ont été répartis en 4 groupes : traités par exercice (30 min/jour pendant
2 semaines), tDCS anodique ou cathodique (électrode active sur ’hémisphére
lésé; 0.1 mA, 30 min/jour pendant 2 semaines), ou rien. L’électrode craniale
(0.79 cm?) était attachée directement sur la téte de Panimal (2 mm en avant
de la ligne interaurale, 3 mm sur la gauche) juste avant la stimulation et main-
tenue par une coupe en plastique. La contre-électrode était placée contre le
tronc et maintenue par de la gaze (figure 3.6). Les animaux étaient anes-
thésiés le temps des stimulations. Les rats recevant la tDCS anodique ont
vu leurs performances motrices améliorées et une réduction de la détério-
ration axonale, suggérant que la stimulation anodique de 1'hémisphére 1ésé
pourrait avoir un effet neuroprotecteur et aider a la récupération aprés un
accident vasculaire cérébral (I<im et al., 2010). Cette équipe a ensuite montré
que la tDCS anodique (0.2 mA, anode au-dessus du cortex M1, 20 min/jour
pendant 5 jours consécutifs) appliquée tot (le lendemain) ou tard (7 jours)
apres 'accident ischémique résultait en une amélioration des performances
motrices et cognitives (test de mémoire spatiale : labyrinthe de Barnes) com-
paré aux rats sham. Ceci était accompagné d’une augmentation de I'expres-
sion de protéines impliquées dans la croissance et le remodelage dendritique
(Microtubule-associated protein 2, MAP-2) et dans la régénérescence axonale
(Growth Associated Protein 43, GAP-43) dans les aires périlésionnelles ou
controlatérales en fonction du caractére précoce ou tardif de la tDCS (Yoon
et al., 2012). Se basant sur ce méme modéle de tDCS chez le rat, une autre
équipe a pu montrer que l'effet de la tDCS anodique sur la récupération
post-AVC serait plus important aprés 7 a 14 jours de tDCS (aprés 'AVC)
qu’aprés seulement 3 jours, et que la tDCS pourrait promouvoir le plasticité
neuronale (Jiang et al., 2012).
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Notturno et al. (2014) ont quant a eux montré, toujours chez le rat is-
chémique, que des stimulations cathodiques & 0.2 mA (1 mm en arriére du
Bregma, 2 mm sur la gauche; cycles de 15 minutes de stimulation, 15 mi-
nutes de repos pendant 4 a 6 heures, respectivement 45 minutes ou immeédia-
tement aprés l'attaque) entrainaient une réduction du volume de l'infarctus
(aire lésée par 'ischémie) et du nombre de dépolarisations envahissantes péri-
lésionnelles (qui sont supposées augmenter la taille de la zone cérébrale lésée).
Cette étude confirme donc que la tDCS aurait un effet neuroprotecteur dans
la phase aigué de l'attaque cérébrale.

FIGURE 3.6 — Position des électrodes sur le rat dans le modéle de Kim;
I’électrode stimulatrice est posée sur le crane et la contre-électrode contre le

tronc sans chirurgie; les animaux sont stimulés sous anesthésie. Adapté de
Kim et al. (2010).

- Douleur : Nekhendzy et ses collaborateurs ont étudié 1'effet de la tDCS
seule ou combinée a la tACS (c’est-a-dire de 'otDCS) sur la douleur. Pour
stimuler les rats (Sprague-Dawley males), les auteurs ont rasé leur téte (sous
anesthésie) et placé la cathode au niveau du pole antérieur de leur cortex
frontal, et 'anode sur chaque mastoide (surface des électrodes non précisée).
Réveillés, les rats ont été stimulés 45 minutes via la cathode a différentes
intensités et différentes fréquences, tout en subissant les tests permettant
d’évaluer la douleur (test de la plaque chauffante et test de rétraction de la
queue). Les auteurs ont ainsi montré que ’otDCS (mais pas la tDCS clas-
sique) avait un effet antinociceptif chez le rat pendant et jusqu’a 15 minutes
aprés la fin de la stimulation (Nekhendzy et al., 2004).

L’équipe de Torres quant a elle a montré chez des rats males Wistar que
la tDCS annulait les effets nociceptifs induits par un stress (hyperalgésie et
allodynie). Ils se sont basés sur différents modeéles de stimulation, position-
nant ’anode au niveau du cortex pariétal sur la téte rasée des animaux et
la cathode sur 'aire supraorbitaire (ni anesthésie ni chirurgie; figure 3.7)
et appliquant un courant de 0.5 mA pendant 20 minutes sur les rats éveillés
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(Spezia Adachi et al., 2012, 2015). Chez des rats femelles (Wistar) ayant subi
une ovariectomie (induisant une réponse accrue aux tests de douleur et alté-
rant, les taux de BDNF sanguin et hypothalamique), ils ont cette fois réalisé
un traitement cathodique répété (20 minutes a 0.5 mA, pendant 8 jours). La
tDCS a partiellement annulé les effets nociceptifs de 1'ovariectomie. De ma-
niére intéressante, elle a également augmenté le taux de BDNF cortical chez
les animaux ovariectomisés mais 1’a diminué chez ceux non ovariectomisés,
suggérant que 1'état hormonal des femelles (et, par extension, des femmes)
pourrait influer sur l'effet de la tDCS (da Silva Moreira et al., 2015).
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FIGURE 3.7 — Position des électrodes sur le rat dans le modéle de Torres;
I’anode et la cathode sont positionnées sans chirurgie (ni anesthésie) et les
animaux sont stimulés éveillés. Adapté de Spezia Adachi et al. (2012).

- Maladie de Parkinson : Jiang et ses collaborateurs ont étudié 1'effet
de la tDCS sur le biais ipsilatéral observé chez des rats modéles de ma-
ladie de Parkinson (modéle 6-OHDA, obtenu par injection unilatérale de
6-hydroxydopamine dans le faisceau médian du télencéphale, ce qui abou-
tit & la destruction des neurones dopaminergiques de la substance noire).
Ce biais implique que les rats négligent de la nourriture présentée du coté
non dominant (controlatéral a leur coté préféré). En se basant sur le mo-
déle de Liebetanz, les auteurs ont pu montrer qu'une stimulation anodique
(30 minutes, 0.4 ou 0.8 mA) du cortex M1 annule ce biais immédiatement
et pendant au moins 24 h, probablement en facilitant des mécanismes com-
pensant la perte de fonction cérébrale ; ces résultats laissent a penser que la
tDCS pourrait améliorer la fonction motrice chez des patients parkinsoniens
(Li et al., 2011).

L’équipe de Hu s’est intéressée quant a elle & 'optimisation des para-
métres de stimulation par tDCS pour améliorer les performances motrices
chez des singes modéles de la maladie de Parkinson (maladie induite par in-
jection de 1-methyl-4-phenyl-1, 2, 3, 6-tetrahydropyridine, MPTP). La tDCS
a été administrée, comme chez 'Homme, via une paire d’électrodes conte-
nant une éponge imbibée de solution saline au niveau de différentes zones
(M1, cortex préfrontal, et lobe temporal droit ou gauche) et selon différents
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parameétres (maximum 60 minutes, & une intensité maximale de 2.5 mA). Les
auteurs ont ainsi montré que la stimulation du cortex M1 améliorait significa-
tivement (mais temporairement) les capacités motrices, et surtout que cette
amélioration dépendait plus de I'accumulation des sessions que de l'intensité
ou la durée de chaque stimulation. Ils proposent ainsi qu’un traitement par
tDCS anodique sur le long cours puisse étre une meilleure stratégie pour le
traitement de la maladie de Parkinson (Li et al., 2015).

- Maladie d’Alzheimer : Yu et al. (2014) ont montré une amélioration des
scores moteurs et d’indices liés a la cognition (nombre d’erreurs dans un test
d’open field) aprés tDCS chez des rats ayant recu des injections de scopola-
mine (protocole visant & induire des symptomes de la maladie d’Alzheimer).
Les auteurs ont aussi montré une augmentation de 'activité cholinergique
aprés tDCS; or, 'acétylcholine dans 'hippocampe est un neurotransmetteur
important pour les performances de mémoire et d’apprentissage. Les para-
métres de stimulation ne sont pas exposés clairement (d’on 'absence de la
présentation de ce modeéle dans la table récapitulative 3.1), si ce n’est que
les rats ont re¢u 4 semaines de tDCS & raison de 2 fois/jour, 5 jours/semaine
(sessions de 20 minutes & 0.1 mA; Yu et al. (2014)).
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Modele Chirurgie E}tat SO}IS Auteurs
stimulation
Liebetanz et al. (2009)
Wachter et al. (2011)
Dockery et al. (2011)
Rat Rueger et al. (2012)
Bolzoni et al. (2013)
Han et al. (2014)
. Anesthésis Rohan' et o'zl. (2015)
. oui ou Veille Camb‘laghl et al. (2010, 2011)
Souris Monai et al. (2016)
Podda et al. (2016)
Rat - épilepsic Liebetanz et al. (2006b)
Kamida et al. (2011)
. Liebetanz et al. (2006a)
Rat - migraine .
Fregni et al. (2007)
Rat - Parkinson Li et al. (2011)
Rat - AVC Notturno et al. (2014)
Rat Takano et al. (2011)
Tanaka et al. (2013)
non Anesthésié |Kim et al. (2010)
Rat - AVC Yoon et al. (2012)
Jiang et al. (2012)
Rat Macedo et al. (2016)
Rat - douleur Nekhendzy et al. (2004)
Rat - épilepsie non Veille Dhamne et al. (2015)

Rat - stress

Rate - ovariectomie

Spezia Adachi et al. (2015)

da Silva Moreira et al. (2015)

TABLE 3.1 — Les différents modéles de stimulation transcranienne chez le
rongeur en fonction de I'emploi de chirurgies ou d’anesthésies.
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4 Intérét d’un nouveau modéle :
objectifs et présentation des
travaux

Ainsi la technique de stimulation transcranienne électrique, qui suscite un
regain d’intérét depuis la fin des années 90, a a plusieurs reprises démontré
son efficacité dans le cadre du traitement de diverses pathologies neurolo-
giques et psychiatriques. Son intérét est d’autant plus important qu’il s’agit
d’une technique peu cotiteuse, trés simple & mettre en place, et qui offre de
nombreuses possibilités (stimulation focalisée : HD-tDCS ou non, courant al-
ternatif, pulsé, aléatoire...) qui peuvent étre opposées a un traitement placebo
pour des études fiables en double-aveugle. Elle est de plus décrite comme non
invasive et est bien tolérée (Kessler et al., 2012).

Cependant, son mécanisme d’action reste méconnu, et la maniére dont
les différents acteurs cellulaires et moléculaires sont affectés par la tDCS et
modifient & leur tour les fonctions cérébrales reste a déterminer.

Plusieurs modéles animaux ont été développés, évaluant un paramétre
comportemental, neurobiologique, ou électrophysiologique, ceci parfois dans
le cadre de pathologies spécifiques. L’objectif de ma thése était de mettre en
place la tDCS chez la souris en adaptant les procédures déja existantes pour :

1. effectuer une caractérisation générale des comportements affectés par

un protocole de stimulation répétée (censé augmenter/prolonger les
effets de la tDCS chez 'Homme)

2. approfondir les recherches dans le domaine de ’addiction, ol encore
trés peu d’études sur la tDCS sont réalisées (surtout chez ’animal)

3. émettre et commencer a tester des hypothéses pouvant expliquer les
mécanismes sous-tendant les effets comportementaux de la tDCS.

)
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Plan des travaux réalisés

Aprés cette introduction générale, je présenterai un chapitre sur l'ap-
proche méthodologique employée au cours de mes différentes études (proto-
cole lié a la tDCS, tests comportementaux, tests neurobiologiques et statis-
tiques).

Ensuite, je déclinerai mes travaux en trois parties qui porteront sur chaque
grand domaine d’études réalisées au cours de ma these (figure 4.1) :

— FEtude 1 : Mise en place d’un modéle murin de tDCS. Le choix de notre
modéle murin et du protocole qui a été appliqué pour chacune de mes
études y sera détaillé. Notre premier article (en annexe B) portant sur
la caractérisation des effets de la tDCS (Pedron et al., 2014) y sera
présenteé.

— Etude 2 : Etudes sur la prolifération cellulaire. Les résultats de nos
études suggérent que 'un des mécanismes d’action de la tDCS sur la
cognition et la dépression pourrait impliquer la modulation de la neu-
rogenése hippocampique. Nous avons ainsi réalisé de premiéres études
visant & évaluer 'intensité de la prolifération cellulaire dans notre mo-

déle.

— Etude 3 : Etudes comportementales et neurobiologiques liées a ’expo-
sition a différentes drogues. J'ai étudié l'effet de la tDCS sur Iattrait
pour trois drogues : nicotine, alcool et cocaine. C’est pour I'étude
de cette derniére drogue que nous avons publié I'article présenté en
annexe C (Pedron et al., 2016).

Je conclurai ce rapport par une discussion générale sur les perspectives
ouvertes par ces travaux.

Dépression/Cognition

2 La tDCS module-t-elle la
neurogenese ¢

Mise en place du
modéle murin

1 -
AN

Criblage des effets
comportementaux

Addiction

3 La tDCS module-t-elle la
vulnérabilité aux drogues ?

FIGURE 4.1 — Schéma récapitulatif du plan suivi au cours de ma thése.
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5 Le modéle animal

5.1 Sujets

La plupart des études que je présenterai ont été réalisées sur des souris
femelles de souche Swiss, réparties en au moins deux groupes :
— Groupe Sham : chirurgie avec implantation de ’embase de I’électrode,
pas de stimulation électrique.
— Groupe tDCS : chirurgie avec implantation de I’embase de I’électrode,
tDCS anodique au niveau du lobe frontal gauche.

Conditions d’élevage

Les souris ont été élevées en conditions standard a Panimalerie (cycle
jour/nuit de 12/12 h, lumiéres allumées a 7 h; température et humidité
controlées) avec eau et nourriture disponibles ad libitum.

Les souris bénéficiaient d’'un enrichissement social dans la mesure ou
elles étaient placées en cages collectives tout au long de I'expérience (n=>5
a 10/cage), excepté lors des périodes de chirurgie et de stimulations (pla-
cement en cages individuelles afin d’éviter le détachement de 'embase). Le
milieu physique en revanche n’était pas enrichi (au moyen de jouets ou ma-
tériaux) afin de limiter tout effet sur les paramétres comportementaux et
neurobiologiques (dépression, mémoire, neurogenése...). En effet, s’il est de
plus en plus démontré que 'enrichissement du milieu influence les mesures
comportementales et biologiques, une standardisation des méthodes reste a
déterminer car différents procédés peuvent entrainer des impacts variés (Toth,
2015) ; de plus, il semblerait que l'effet de 1’enrichissement varie en fonction
du sexe du rongeur (Lin et al., 2011 ; Girbovan et Plamondon, 2013).

Toutes les études suivent les normes européennes pour le soin et 1'utili-

sation des animaux de laboratoire. Elles ont été approuvées par le comité
d’éthique bisontin en expérimentation animale (CEBEA-58).
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Age des souris

Il est important de porter attention a I’age des souris (et aux périodes
de la vie correspondantes chez 'Homme) lors des études. C’est particulié-
rement vrai lorsque 1’on s’intéresse aux stimulations cérébrales, le cerveau
poursuivant sa maturation aprés la naissance jusqu’a 1’age adulte.

En nous basant sur des revues de la littérature, nous pouvons définir
différentes étapes du développement chez le rongeur (les rats et les souris
suivant un profil similaire) (McCutcheon et Marinelli; 2009 ; Spear, 2000) :

— Séparation de la mére : 21 jours aprés la naissance

— Maturité sexuelle (début adolescence) : environ 32 jours pour les fe-

melles, 45 jours pour les males

— Transition vers 1’age adulte : environ 60 jours (sexes confondus)

Ces données nous ont permis de déterminer I’adge auquel nous souhaitions
mettre en place des traitements spécifiques (tels qu’un traitement a ’adoles-
cence). Notons que dans la plupart de nos études, les animaux étaient stimulés
par tDCS a I’age de 8 semaines. Pour des souris femelles, ceci correspond au
début de I'age adulte.

5.2 La tDCS chez la souris

5.2.1 Chirurgie

Concernant ’application de la tDCS, une des principales différences entre
I’'Homme et la souris est la nécessité de fixer un support sur le crane de ’ani-
mal. Ce support, appelé embase, permet de placer une électrode au-dessus
d’une zone cible du cerveau et d’éviter son déplacement (di aux mouvements
de peau) pendant ou entre deux stimulations.

L’embase concue en collaboration avec ’entreprise de biotechnologie DIXI
Microtechniques (Besancon, France) est fixée lors d’une chirurgie réalisée sous
anesthésie générale (solution de Kétamine 80 mg/kg et Xylazine 12 mg/kg,
voie intra-péritonéale). La souris est placée dans un cadre stéréotaxique et
une incision sagittale est pratiquée sur la longueur de son crane en partant de
la région supra-orbitaire. L’embase est placée sur la région frontale gauche
(centre +1 mm en avant du Bregma, +1 mm sur la gauche; figure 5.1 A
et B) et fixée par I'adjonction de ciment dentaire (Glass ionomer, GC Fuji
I, Japon). Une créme antibiotique (Auréomycine 3 %) et une créme anti-
démangeaisons (PO12) sont appliquées sur lincision. Du paracétamol est
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administré par voie orale aux souris au cours des 24 h suivant 'opération
(10 mg dilués dans 100 ml d’eau de boisson).

Afin d’éviter la dégradation ou le décrochage des embases, les souris sont
placées en cages individuelles dés la fin des opérations. Une semaine de repos
est respectée entre la chirurgie et le début des stimulations.

B
Embase
Electrode de stimulation
Crane NaCl

2.1 mm

C 3.5 cm

Electrode de référence

b

FIGURE 5.1 — Schéma du matériel de stimulation. A/ Position de 'embase sur
le cortex frontal (+1 mm en avant du Bregma, +1 mm sur la gauche ; Franklin
et Paxinos (1996)); B/ électrode stimulatrice en cuivre (recouverte d’or)
vissée dans l’embase remplie de liquide physiologique (NaCl); C/ contre-
électrode, maintenue contre le thorax de la souris dans la boite de contention.

5.2.2 Sessions de stimulation

Les souris (Sham et tDCS) sont placées dans des systémes de contention
fabriqués au laboratoire de Neurosciences de Besangon. Ces boites permettent
de maintenir la contre-électrode (surface de contact : 9.5 cm?, figures 5.1 C et
5.2) recouverte de gel conducteur (ReegaPha 6101, France) sur leur thorax.
L’embase est remplie de NaCl 0.9 %, et une électrode (surface de contact avec
le crane : 3.5 mm?; développée en collaboration avec DIXI Microtechniques,
Besancon, France) y est vissée. Deux séances de 20 minutes de stimulation
anodique sont réalisées par jour (temps moyen entre deux stimulations :
6 heures), ceci pendant cing jours consécutifs. Au cours de cette thése nous
avons utilisé un générateur de courant DC-STIMULATOR PLUS (Neuro-
conn, Allemagne ; également utilisé en clinique) puis un générateur fabriqué
dans notre laboratoire (Open-tES, Besancon, France; annexe D) spécialisé
pour la stimulation du rongeur. L’intensité de stimulation est de 0.2 mA avec
montée et descente progressives (fade-in et fade-out de 10 secondes chacun;
Cambiaghi et al. (2010, 2011)).

A la fin de la semaine de stimulations, les souris sont replacées en cages
collectives, Sham et tDCS mélangées.
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Générateur de courant

Electrode de stimulation
Boite de contention

Electrode de référence

FIGURE 5.2 — Représentation d’une session de tDCS chez la souris. La boite
de contention, en téflon, posséde un emplacement pour 1'électrode de réfé-
rence. La souris y est maintenue par un couvercle recouvert de mousse, sa

téte restant libre de mouvement. La fixation chirurgicale de 'embase assure
la position de I’électrode stimulatrice.



6 Tests comportementaux

En fonction de nos études, nous avons réalisé des tests de comportement
soit & court (dans la semaine suivant la fin des stimulations), soit a plus long
terme (& partir de 3 semaines aprés la fin des stimulations).

6.1 Activité locomotrice

6.1.1 En milieu familier

Ce test est réalisé dans une cage d’actimétrie (17 cm de largeur x 21 cm
de longueur x 14 cm de hauteur) similaire a la cage de stabulation des souris
(litiére habituelle, avec accés a I'eau et aux granulés). Cette cage est placée
sur un capteur de pression (mesure de activité au sol : immobilité, dépla-
cements...) et entre des barres infra-rouges (mesure de Pactivité verticale :
redressement, escalade de la grille...). Ce systéme est relié & un ordinateur
(logiciel d’actimétrie, Bioseb, France) qui permet I'acquisition de différentes
données, dont différents paramétres d’activité de la souris :

Activiteopgre = activite,ope(exploration) + activite;mmopie (toilettage, ete)

L’évaluation de ’activité locomotrice des souris dans un milieu qui leur
est familier peut étre réalisée notamment pour étudier les éventuels effets
secondaires de traitements (potentiellement neurotoxiques) sur le systéme
nerveux central (Lynch IIT et al., 2011 ; Moser, 2011).
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Détecteur infra-
rouge

Cage d'élevage

Capteur de
pression

FIGURE 6.1 — Dispositif d’actimétrie (Bioseb, France). Une cage similaire &
la cage des souris est posée sur un capteur de pression et entre deux barres
infra-rouges. L’activité de la souris est mesurée par le logiciel Activmeter
(Bioseb, France).

6.1.2 En réponse a la nouveauté

Le test de I'open field est un test qui permet de mesurer l'activité lo-
comotrice générale des souris dans un milieu qui, au contraire de la cage
d’actimétrie, n’est pas familier. Les souris sont placées dans un dispositif cir-
culaire (47 cm de diamétre) ou carré (37 cm de c¢6té) placé sous une caméra
reliée & un ordinateur. Le logiciel Ethovision (Noldus, Pays-Bas) permet le
calcul objectivé de plusieurs parameétres comportementaux dont la distance
parcourue par les souris pendant la durée du test (40 minutes). Différentes
zones peuvent également étre définies, et leur fréquentation calculée.

6.2 Comportements associés & 'anxiété

L’anxiété chez les rongeurs est classiquement évaluée dans le test du laby-
rinthe en croix surélevée (Lister, 1987 ; Hogg, 1996). Il se base sur le conflit
entre la curiosité naturelle des souris (les poussant a Iexploration) et leur
préférence pour les endroits sombres et clos par rapport aux endroits expo-
sés.

Le labyrinthe (6 cm de largeur x 30 cm de longueur ; hauteur des parois :
14.5 cm par bras) est ainsi constitué de 2 bras ouverts (BO, anxiogénes car
exposés et au-dessus du vide) et de 2 bras fermés (BF, rassurants) reliés par
une plate-forme centrale et situés a 45 cm au-dessus du sol (figure 6.2). La
souris est placée 5 minutes dans ce dispositif (sous une luminosité de 50 lux)
et son activité est enregistrée par le logiciel Ethovision. Un pourcentage de
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temps passé dans les bras ouverts est calculé a la fin du test :

Tempsgo
S = .100
corepo (Tempspo + Tempspr)
«¥ Q’\C{H

'«.:

%

Bras fermé

Bras ouvert

45 cm

FIGURE 6.2 — Labyrinthe en croix surélevée (EPM). Ce labyrinthe est com-
posé de deux bras fermés et deux bras ouverts au-dessus du vide (anxiogénes).
Image tirée du site de Bioprobes Ltd.

6.3 Comportements associés a la dépression

Un moyen de mesurer des comportements associés au désespoir (et par
extension a la dépression) chez la souris est de placer cette derniére dans une
situation inconfortable. La souris cherche & s’en sortir en se débattant, puis
traverse des phases de "désespoir" pendant lesquelles elle reste immobile.

Deux tests sont couramment utilisés pour mesurer ces comportements de
désespoir, tous deux filmés, enregistrés, et analysés par I'expérimentateur et
par une personne extérieure a I’étude ("en aveugle" : cette personne n’a pas
connaissance des groupes d’appartenance des souris).

La nage forcée

Egalement appelé test de Porsolt (Porsolt et al., 1977), ce test consiste
a placer une souris dans un cylindre (18 cm de diamétre) rempli d’eau (pro-
fondeur 17 cm; température 31 4+ 2°C; figure 6.3) pendant 6 minutes. Les
parameétres mesurés sont le temps d’activité (nager et/ou escalader des pa-
rois dans le but de s’échapper) a opposer au temps d’immobilité (se laisser
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flotter plus d’une seconde), ainsi que la latence avant la premiére immobilité
en secondes (Petit-Demouliere et al., 2005).

Enregistrement
vidéo 17 cm

Nage active Immobilité

FIGURE 6.3 — Test de la nage forcée. La souris est placée dans l'eau, et
Iexpérimentateur mesure la latence avant la premiére immobilité ainsi que
le temps total d’immobilité (résignation : elle ne cherche plus a s’échapper).

La suspension par la queue

Ce test se déroule dans un dispositif séparé en trois chambres (chacune
de 30 cm de haut sur 24 ¢cm de large) munies d’un crochet. La souris est
suspendue par la queue au crochet, téte vers le bas (a environ 10 & 15 ¢cm du
sol) pendant 6 minutes. Ici aussi la latence et le temps passé immobile, par
opposition au temps passé a se débattre et se redresser, sont mesurés (Cryan
et al., 2005).

Enregistrement
vidéo

Souris active

Souris immobile

FIGURE 6.4 — Test de suspension par la queue. La souris est placée téte en
bas, et 'expérimentateur mesure la latence avant la premiére immobilité ainsi
que le temps total d’immobilité (résignation).
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6.4 Mémoire

Différents types de mémoire peuvent étre évalués chez le rongeur, soit dans
des tests différents, soit dans un méme test en faisant varier les paramétres
expérimentaux.

6.4.1 La mémoire visuo-spatiale

Nous avons évalué la mémoire visuo-spatiale des souris au moyen du test
de la piscine de Morris (Morris water maze, MWM ; Morris (1984)). Le prin-
cipe repose sur le fait que I'eau constitue un environnement aversif dont la
souris cherche a s’échapper en rejoignant le plus rapidement possible une
plate-forme immergée (invisible) & une position fixe. La souris est lachée
dans une orientation aléatoire au centre d’une piscine (diameétre 90 cm, eau
chauffée a 31 + 2°C).

La phase d’entrainement dure 3 jours. Chaque jour sont réalisés 3 blocs de
4 essais pendant lesquels la souris apprend a localiser la plateforme au moyen
d’indices visuels situés sur les parois de la piscine. Si la souris ne parvient
pas a trouver la plateforme au bout de 60 secondes, I'expérimentateur la
place dessus. Vingt-quatre heures aprés la derniére journée d’entrainement,
un essai "probe trial” est réalisé : la souris est placée dans la piscine, la
plate-forme ayant été retirée. Si la souris avait bien mémorisé la localisation
de la plate-forme, elle passera plus de temps dans le quadrant ou celle-ci se
situait. Notons que le type de mémoire évaluée est hippocampo-dépendant,
une lésion de I'hippocampe entrainant une baisse de performance dans ce
test (Vorhees et Williams, 2006, 2014).
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Systéme
. _ Ethovision

Indice visuel

. Plate-forme

immergée
Entrainement : la souris apprend a Probe trial : le temps passé dans le
repérer la plate-forme (3 blocs de 4 quadrant "plate-forme" (absente)
essais/jour pendant 3 jours) est mesuré (sur 60 secondes)

FIGURE 6.5 — Test de la piscine de Morris. A/ La souris apprend a repérer
une plateforme immergée au moyen d’indices visuels (entrainement), puis B/
sa mémoire visuo-spatiale est testée (probe trial).

6.4.2 La mémoire de travail

La mémoire de travail des souris a été évaluée au moyen du test de re-
connaissance d’objet. Les souris étaient habituées au dispositif de I'open field
pendant quatre jours : elles étaient placées dans 'open field vide pendant
dix minutes et pouvaient I’explorer librement. Le cinquiéme jour, le test se
déroulait en trois phases :

— pendant 10 minutes, une souris était placée dans I’open field contenant

deux objets identiques (nommés A) fixés par du velcro au sol;

— elles retournaient ensuite dans leur cage pendant deux minutes;

— un des deux objets était échangé par un autre (différent, nommé B),

et la souris était placée cinq minutes dans I'open field.

L’expérimentateur mesure le temps passé a explorer les objets (museau
a moins de 1 c¢m). Le pourcentage d’exploration du nouvel objet est ainsi
calculé :

Tempsg 100

Explorationg =
PO O = s + Tempsa)

Les souris ont naturellement tendance a explorer ce qui leur est inconnu
(attrait pour la nouveauté). Un score significativement supérieur a 50 %
permet donc de déterminer si la souris reconnait le nouvel objet par rapport
a celui qu’elle a déja observé.
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Dans une étude préliminaire, nous nous sommes assurés sur un autre
groupe de souris qu’elles n’exprimaient pas de préférence pour un des deux
objets que nous proposions (un jouet pour chats en forme de sphére a trous
et une figurine des Simpsons©).

Entre chaque passage, I'open field et chaque objet était nettoyé a l'eau
puis a I'alcool afin d’éviter toute trace olfactive.

A noter qu'il a été démontré que ce type de mémoire ne dépend pas de
I'hippocampe (Ainge et al., 2006 ; Barker et Warburton, 2011), contrairement
au type de mémoire évaluée dans la piscine de Morris.

Phase 1 : Présentation deN / Phase 3 : Présentation du

objets identiques (10 min) ﬂ; nouvel objet (5 min)

Phase 2 : Retour a la cage (2 min)

FIGURE 6.6 — Test de reconnaissance d’objet. Dans une premiére phase, les
souris peuvent explorer deux copies d’un objet A ; au cours de la phase test,
elles ont le choix entre une copie de cet objet A et un objet B qu’elles n’ont
jamais vu auparavant.

6.5 Comportements vis-a-vis des drogues

6.5.1 Test de libre choix

Le test de libre choix permet d’évaluer la consommation spontanée (par
voie orale) d’une substance proposée aux souris en libre choix avec leur eau
de boisson habituelle.

Ce test est réalisé a 'animalerie. Les souris sont placées en cages indi-
viduelles avec accés a deux biberons, I'un contenant de l'eau et 'autre la
solution & tester. Un relevé de consommation (par pesée des biberons) est
réalisé tous les 2 & 3 jours pour les deux boissons, avec mesure de I'égout-
tement lors de la manipulation. A chaque relevé, la place des biberons est
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inversée pour éviter un biais de préférence liée a leur position.

Nous avons réalisé un test de libre choix eau wversus éthanol & 5 % qui
s’est étalé sur deux semaines (avec 6 relevés de consommation). Ceci nous
a permis de calculer le pourcentage de solution alcoolisée consommée (par
rapport a la consommation d’eau) ainsi que la quantité d’alcool ingérée par
jour (rapportée au poids de chaque souris, mesuré également a chaque releveé).

6.5.2 Propriétés appétitives des drogues d’abus

Le test de préférence de place conditionnée permet d’évaluer les effets
appétitifs ou aversifs d’une substance (Tzschentke, 1998). Ce test est composé
de deux compartiments (18 x 18 x 24 c¢m chacun) reliés par un couloir. Ces
compartiments sont différentiables d’une part par leur couleur (murs et sol
blancs vs. murs rayés de noir et sol vert) et d’autre part par leur texture (sol
lisse ws. sol grillagé, respectivement). Le principe est de conditionner ’animal
a associer son état interne (aprés injection de drogue) avec un environnement
donné (un des deux compartiments).

Ce test se déroule en 3 phases :

— Jour 1 : Habituation. Les animaux visitent pendant 10 minutes le
dispositif en ayant accés aux deux compartiments. Le temps passé
dans chacun est mesuré via le logiciel Ethovision.

— Jours 2 & 4 : Conditionnement. Dans la mesure ou dans notre test
la plupart des animaux ont une préférence initiale marquée pour le
compartiment aux murs rayés et au sol grillagé, nous avons appliqué
la méthode de conditionnement dite "biaisée" en associant la drogue
au compartiment le moins visité lors de la phase d’habituation. Les
animaux recoivent la drogue testée et sont bloqués 15 minutes dans
le compartiment moins apprécié (compartiment associé a la drogue
— CAD). Chaque jour ils regoivent également une injection de sol-
vant (sérum physiologique, additionné de 0.03 % d’acide ascorbique
dans les études impliquant la cocaine) et sont bloqués dans 'autre
compartiment (compartiment neutre = CN).

— Jour 5 : Test. Le jour suivant la fin du conditionnement, les animaux
sont de nouveau placés 10 minutes dans le dispositif avec accés aux
deux compartiments (sans injection préalable) et le temps de visite
est mesuré sous Ethovision.

Un score de préférence est calculé comme suit :

Tempscap

100

Score =
(Tempscap + Tempscn)
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La différence entre le score de préférence obtenu a J5 et celui obtenu a J1
est calculée.
— Différence > 0 : la drogue a eu un effet appétitif poussant les souris a
augmenter leur fréquentation du compartiment ou elles 'ont regue.
— Différence < 0 : la drogue a eu un effet aversif.
— Différence — 0 : la drogue n’a eu aucun effet dans ce test (neutre).

Systéme
Ethovision

Phase 3 : Test

B Drogue dans g.© Solvant sz
le CAD _# yod
R ——

Phase 2 : Conditionnement (3 jours)

FIGURE 6.7 — Test de préférence de place conditionnée. A/ Jour 1 : Ha-
bituation (10 minutes, sans injection); B/ jours 2 a4 4 : conditionnement
(15 minutes avec la drogue et 15 minutes avec le solvant par jour pendant
3 jours); C/ jour 5 : test (10 minutes, sans injection). CAD = compartiment
associé a la drogue.

6.5.3 Test d’auto-administration

Ce test évalue la motivation d’un animal & se procurer une drogue. Il se
déroule dans une cage d’auto-administration dite de Skinner, qui permet de
réaliser un conditionnement opérant. Ce type de conditionnement référe a
un apprentissage suite aux conséquences d’une action. La conséquence peut
étre le renforcement (effet positif du comportement, d’ott une reproduction
de Paction) ou la punition (effet négatif : Paction sera moins réitérée).

Lors de ma thése, c’est plus précisément un test d’auto-administration
d’alcool par voie orale qui a été réalisé. La cage (30 x 40 x 36 cm) comporte
sur deux parois un indice lumineux, une fenétre & nose-poke, et un systéme
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permettant de délivrer ’alcool (figure 6.8 ; Bioseb, Vitrolles, France). Parmi
ces deux trios de systémes, 'un est actif (trou actif permettant I'allumage de
I'indice visuel et la délivrance d’alcool) et I'autre est inactif (aucune consé-
quence en cas de nose-poke). Le comportement est enregistré au moyen du
logiciel PackWin (Bioseb).

Dans notre protocole, les souris placées dans cette cage avaient pendant
une heure la possibilité d’obtenir une dose d’alcool (20 ul d’alcool 20 %)
dans une coupelle en échange d’un travail & fournir (nose-poke). Ce test se
décompose en plusieurs phases :

— Habituation des souris a ’auto-administration : pendant plusieurs se-
maines, les souris sont habituées & devoir fournir un travail pour ob-
tenir une dose d’alcool. Cela se fait ici selon un ratio fixe (FR), ce
qui signifie qu’au cours d’une session la souris devra fournir une quan-
tité fixe de nose-pokes pour obtenir une dose. L’habituation débute
a un FR de 1 (1 nose-poke = 1 dose), se poursuit pendant plusieurs
semaines par un FR de 2, et finit sur un FR de 3 (3 nose-pokes —
1 dose).

— Extinction : les souris sont placées en auto-administration, mais quel
que soit le travail fourni la dose d’alcool n’est pas délivrée. Cette phase
est maintenue jusqu’a ce que les souris atteignent leur niveau bhasal de
nose-pokes.

— Rechute : une dose « gratuite » d’alcool est offerte (en libre accés, voie
orale) a la souris en début de session, puis le travail fourni pour obtenir
de nouvelles doses d’alcool est mesuré (a raison de 2 nose-pokes pour
obtenir une dose).

— Motivation : durant cette session, le travail & fournir pour obtenir une
dose d’alcool augmente progressivement au cours de I’heure. Cela per-
met de mesurer le point de rupture (breaking point) : effort maximal
que la souris est préte a fournir pour obtenir une dose.
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Indice lumineux

Systéme délivrant 1'alcool

Fenétre a nose-poke

FIGURE 6.8 — Schéma de la cage d’auto-administration utilisée chez la souris.
A 2 extrémités de la cage, un systéme composé d’un indice lumineux, d’une
fenétre a nose-poke, et d'une fenétre d’acces a 'alcool est présenté. Un seul
des deux systémes est actif.

6.5.4 Sensibilisation locomotrice

Le processus de sensibilisation référe & une forme d’apprentissage non
associatif lors duquel la répétition d’un stimulus entraine une amplification
progressive de la réponse au stimulus. La théorie de la sensibilisation incita-
tive (Robinson et Berridge, 1993) se base sur cette observation : I’exposition
répétée a une drogue causerait une hypersensibilité (aux drogues et aux sti-
muli associés) de circuits neuronaux impliqués dans le désir de consommer.

La sensibilisation locomotrice désigne donc 'augmentation de la réponse
locomotrice observée lors d’administrations répétées d'une drogue et qui per-
siste plusieurs mois, voire plus d’un an aprés son arrét (en fonction de facteurs
liés & 'animal ou au produit, tels que le nombre d’administrations de drogue
ou l'intervalle entre deux; Steketee et Kalivas (2011)).

Elle serait le reflet de la plasticité pathologique induite par la consom-
mation chronique de drogue. En effet, les neuroadaptations sous-tendant la
sensibilisation comportementale résulteraient en des modifications fonction-
nelles du circuit de la récompense, menant & une forte motivation pour la
drogue (Steketee et Kalivas, 2011).

Le test se déroule dans un open-field carré (37 x 37 x 37 ¢cm) auquel les
souris ont été préalablement habituées (3 jours d’accés aprés une injection de
solvant). Lors de notre protocole de sensibilisation elles ont regu une injection
d’alcool en intra-péritonéal (alcool a 20 %, dose de 2.5 g/kg (Legastelois
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et al., 2014) pour les souris Swiss ou 2 g/kg (Botia et al., 2012) pour une
autre souche de souris, DBA/2J) et ont été placées dans ce dispositif pendant
5 minutes. La sensibilisation a duré 10 jours a raison d’une injection par jour
(induction de la sensibilisation), puis 5 ré-expositions « uniques » (challenge)
a I’éthanol ont été réalisées (aprés 3 semaines sans alcool, chacune & une
semaine d’intervalle) afin de mesurer I’expression de la sensibilisation.

Un score de sensibilisation peut étre calculé dans ce test (Boudreau et
Wolf, 2005). Il faut alors un groupe de souris "controle" : ces souris ne re-
coivent jamais de drogue, seulement du solvant & chaque session. A partir
de ce groupe, un coefficient de variation (CV) est calculé selon la formule
suivante :

— Jio . _ Ecart—typepeita
Delta = 52; CV = Delia
Ensuite, le Delta-1 du groupe des souris recevant les injections de drogue
est calculé :

— (J1o
Delta-1 = (J_l) -1
Si le Delta-1 des souris recevant la drogue est plus élevé que le CV des
souris recevant le solvant, ces souris sont dites sensibilisées. Sinon, elles sont
caractérisées comme étant résistantes (pas d’augmentation de leur activité
locomotrice au fur et & mesure des injections de drogue; Legastelois et al.

(2014)).



7 Tests neurobiologiques

7.1 Immunohistochimie : étude de la neuroge-
nese

La néo-neurogenése désigne la formation de nouveaux neurones chez les
individus adultes. Pour quantifier le nombre de nouvelles cellules cérébrales,
nous réalisons un traitement & la bromodésoxyuridine (BrdU).

7.1.1 Traitement & la BrdU

La BrdU est un marqueur nucléaire analogue de la thymidine qui s’in-
corpore dans 'ADN des cellules en division (phase S du cycle cellulaire :
réplication de ’ADN). Etant donné le mode semi-conservatif de la réplica-
tion de ’ADN, la dilution de la BrdU la rend indétectable & partir de 2 cycles
de division. Afin de pallier cette dilution, I’administration de BrdU a été re-
nouvelée 3 fois (3 injections intra-péritonéales espacées de 6 h, a raison de 50
mg/kg; Klempin et al. (2013)).

A ce dosage, la quantité de bases marquées (BrdU) se retrouve nettement
supérieure a celle des bases normales (thymidine) : la probabilité qu’'une
cellule se divisant aprés la premiére injection n’incorpore pas de BrdU est
considérée comme nulle. Au cours de nos expérimentations, les souris ont
recu ce marqueur lors du dernier jour de la semaine de stimulations.

7.1.2 Fixation et conservation des tissus

24 heures aprés la premiére injection de BrdU, les animaux recoivent une
dose létale de pentobarbital (55 mg/kg) et subissent une perfusion transcar-
diaque.

La technique de perfusion transcardiaque a pour but de figer les tissus
instantanément pour limiter leur dégradation et les rigidifier. Les antigénes
du tissu seront préservés et pourront étre reconnus par des anticorps.

95
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Les souris sont placées sur une planche de dissection et leur cceur est dé-
gagé. Une aiguille est insérée dans le ventricule gauche. Une pompe péristal-
tique envoie d’abord 15 ml de tampon phosphate (PB) 0.1 M afin d’éliminer
le sang par loreillette droite (sectionnée), puis 40 ml de paraformaldéhyde
(PFA) 4 % afin de fixer les tissus.

Le cerveau est récupéré immédiatement aprés la perfusion et plongé dans
une solution de PFA 2 % (post-fixation) pendant 24 h. Il est ensuite plongé
dans une solution de sucrose 30 % jusqu’a ce qu'il ait coulé (24 a 48 h) afin
d’assurer une cryo-protection, puis est congelé dans des blocs contenant un
milieu d’enrobage protecteur (O.C.T compound, Tissue-tek®, Fisher).

Des coupes coronales de 40 um sont réalisées au microtome et conservées
jusqu’au marquage dans une solution de tampon phosphate salin (PBS) 0.1 M
contenant 0.1 % d’azide de sodium (agent de conservation) a 4°C.

7.1.3 Immunohistochimie

Le marquage s’effectue sur deux jours selon les étapes suivantes (réalisées,
sauf indication contraire, & température ambiante) :
— Jour 1:

1. Ringage dans du Tris-buffered saline (TBS) pour éliminer 'azide
de sodium (2 x 5 minutes);

2. Saturation des peroxydases endogénes par incubation dans une so-
lution de TBS-H305 (30 minutes) ;

3. Ringage dans le TBS (3 x 5 minutes);

4. Pré-traitement pour la détection de la BrdU par incubation dans
de I'acide chlorhydrique (HCI) 2N (30 min, 50°C ; dénaturation de
I’ADN), puis dans du tampon borate 0.1 M a pH 8.5 (10 minutes) ;

5. Ringage dans le TBS (6 x 5 minutes) puis dans du TBS+ (c’est-
a~dire contenant 1 % de Triton X-100) : ce détergent permet no-
tamment la lyse des membranes cellulaires et la mise en solution
du matériel intracellulaire (30 minutes);

6. Fxposition a [’anticorps primaire : incubation dans I'anticorps rat
anti-BrdU (Biorad, lot MCA2060; figure 7.1) au 1/500 dans du
TBS+ (toute la nuit).

— Jour 2 :
1. Ringage dans le TBS (2 x 15 minutes) ;

2. Lavage dans le TBS+ pour éliminer les liaisons aspécifiques (15 mi-
nutes) ;
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3. Exposition a 'anticorps secondaire : incubation dans ’anticorps
anti-rat biotinylé (Sigma-Aldrich, lot RI9951 ; figure 7.1) au 1/500
dans du TBS+ (2 h);

4. Ringage dans le TBS (3 x 10 minutes) ;

5. Ajout du réactif par incubation dans le kit ABC (Vector Labs;
figure 7.1), qui contient le complexe avidine-biotine-peroxydase
(1 h);

6. Rincage dans le TBS (3 x 10 minutes) ;

7. Coloration par ajout de 3,3’-Diaminobenzidine Tetrahydrochloride
(DAB, Sigma; figure 7.1) et éventuellement de chlorure de nickel
(maximum 17 minutes) ;

8. Ringage dans le TBS (3 x 10 minutes).

7.1.4 Montage des lames et analyse

Les coupes, montées sur des lames pré-gélatinisées, sont ensuite plongées
dans plusieurs bains d’alcool & concentration croissante (70, 90, puis 2 bains a
100 %, 3 minutes par bain) et de Xyléne substitute (1 bain de 3 minutes puis
1 de 1 minute environ) afin de déshydrater et dégraisser les tissus. Elles sont
alors incluses entre lame et lamelle, séchées a température ambiante (1 nuit)
et nettoyées pour étre observées au microscope optique (Nikon Eclipse E600).
Les lames sont numérisées grace au logiciel NIS-Elements BR3.0 pour comp-
tage des cellules marquées a la BrdU.

Immunohistochimie

Complexe Streptavidine- DAB

Biotine-Peroxydase

Anticorps secondaire
biotinylé

Produit coloré

Anticorps primaire BrdU

©\\ Nouvelle cellule

FIGURE 7.1 — Schéma représentant la technique d’immunohistochimie de type
streptavidine-biotine-peroxydase. Un anticorps reconnait la BrdU incorporée
dans les nouvelles cellules ; un deuxiéme anticorps couplé a une enzyme recon-
nait le premier. Cette enzyme permet la dégradation du DAB en un produit
coloré dont le signal est analysé.
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7.2 Hybridation in situ : Z1f268

L’hybridation in situ est une technique qui permet de localiser un géne
dont on connait la séquence sur une coupe de tissu (ici, coupes de cerveau de
souris). Le principe repose sur la complémentarité des bases : deux séquences
nucléotidiques complémentaires s’apparient de facon spécifique et forte entre
elles. Le but est donc d’appliquer une sonde marquée sur une coupe de tissu.
Cette sonde reconnait un géne spécifique, se fixe dessus et le révéle par son
marquage (ici, un marquage radioactif).

Au cours de ma thése, c’est I'expression du facteur de transcription Zif268
qui a été étudiée. Ce facteur a la particularité d’étre exprimé de facon immé-
diate et transitoire aprés une stimulation neuronale (notamment une injection
de cocaine). Il serait de plus impliqué dans l'expression de génes participant
a la plasticité cérébrale (Knapska et Kaczmarek, 2004).

7.2.1 Obtention et préparation des coupes

Les animaux sont euthanasiés par exposition au CQOs et leurs cerveaux
sont prélevés et congelés dans de l'isopentane. Ils sont ensuite sectionnés
au cryotome en coupes coronales de 12 um d’épaisseur montées sur lame
(Superfrost/Plus, 1L, USA).

Les lames sont séchées et stockées a -30°C, puis subissent une étape de
post-fixation au paraformaldéhyde 4 % (10 minutes, température ambiante),
ceci afin de préserver structure et constituants cellulaires des coupes. Cette
post-fixation est suivie d’'une étape d’acétylation, par incubation dans de I’an-
hydride acétique (0.25 %) - triéthanolamine 0.1 M (10 minutes), dont le but
est d’éliminer les bruits de fond et d’inactiver des ribonucléases pour aider a
produire un signal d’hybridation plus fort. La préparation des lames finit par
une déshydratation, un dégraissage dans du chloroforme (2 fois 5 minutes),
une réhydratation et un séchage a l'air libre. Les lames peuvent alors étre
stockées a -30°C jusqu’a I’étape d’hybridation.

7.2.2 Marquage des sondes

Des sondes (48-mer, Invitrogen, Rockville, MD, USA) complémentaires
de T'acide ribonucléique messager (ARNm) du géne d’intérét Zif268 ont été
sélectionnées (séquence complémentaire aux bases 352 a 399, GenBank nu-
méro d’accés M18416). Dans un premier temps, nous réalisons un marquage
radioactif de ces sondes :

1. Mélange a température ambiante des sondes avec de l’eau distillée,
une solution tampon, du chlorure de cobalt, du [33P]-dATP et de la
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transférase terminale (qui catalyse 1'addition des désoxynucléotides
sur une fonction alcool 3’OH terminale de ’ADN);

2. Incubation au bain-marie & 38°C (15 minutes) ;
3. Blocage de la réaction par I'ajout de Tris-EDTA.

Les oligonucléotides non marqués sont séparés par passage du mélange au
travers d’une colonne Spin (mini Quick Spin Columns pour ARN ; Roche, no.
1 814 427). Les fractions marquées sont récoltées a la sortie de la colonne.
Un échantillon de la sonde est ajouté & un cocktail de scintillation et la
radioactivité est comptée (elle doit étre comprise entre 800 000 et 1 500 000
coups par minute (cpm)).

7.2.3 Hybridation in situ

Les sondes oligonucléotidiques marquées sont mélangées a du tampon
d’hybridation préalablement chauffé a 37°C (de maniére a ce que 100 ul de
tampon contienne environ 3x10° cpm de sonde marquée) et placées a 56°C
pendant 10 minutes. Elles sont ensuite ajoutées a chaque lame.

Les lames sont couvertes et placées sous incubation (37°C, toute une nuit)
puis rincées : 4 lavages dans du citrate de sodium salin 1X, 3 lavages dans
du citrate de sodium salin 2X/formamide 50 % (20 minutes a 40°C), puis
2 lavages de nouveau dans le citrate salin 1X (30 minutes & température am-
biante) afin d’éliminer toutes les liaisons non spécifiques ayant pu se former.
Elles sont alors rincées a 'eau distillée et séchées sous ventilateur.

7.2.4 Révélation et analyse

La derniére étape consiste a mettre en évidence les hybrides spécifiques
(sonde liée au géne d’intérét) par autoradiographie (technique d’imagerie par
laquelle la sonde radio-activement marquée laisse une empreinte sur un sup-
port photographique). A la suite de I'hybridation, un bref rincage a 'eau
est réalisé puis les lames sont séchées et apposées & un film sensible aux
rayons X (BioMax MR-2, Kodak, NY, USA) pendant 6 jours pour révé-
lation. Les films obtenus sont numérisés au moyen d’une table lumineuse
(Northern Light, Imaging Research, Ontario, Canada) et d’'une caméra Sony
CCD camera (Imaging Research), puis analysés par densitométrie (étude de
la densité optique) grace au logiciel ImageJ (Wayne Rasband, MD, USA).

Dans le cadre de ma thése j’ai analysé ’expression de Zif268 dans 26 ré-
gions corticales basées sur 'atlas de Paxinos et Franklin (2001) et dans 23 sec-
teurs du striatum définis par leurs afférences corticales (Willuhn et al., 2003),
ceci & 4 niveaux sur le plan rostro-caudal : frontal (environ +1.98 mm par
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rapport au Bregma), rostral (41.18 mm), middle (4+0.74 mm), et caudal
(—0.22 mm). Les régions sont détaillées dans la figure 7.2.

Caudal (-0.22)

Middle (+0.74)

Frontal (41.98)

FIGURE 7.2 — Schéma représentant A/ les différents plans de coupe et la
position de embase (en rouge) et B/ les régions du cortex (IL, infralim-
bique ; Prl, prélimbique; Cg, cingulaire; M2, moteur secondaire; M1, mo-
teur primaire ; S1, somatosensoriel primaire ; SS, somatosensoriel ; I/TL.O, insu-
laire /orbitaire latéral ; I, insulaire ; Pir, piriforme) et du striatum (m, médial ;
dm, dorsomédial ; d, dorsal; dl, dorsolatéral ; dc, dorsal central; ¢, central ;
ve, ventral central; vl, ventrolatéral; v, ventral. Noyau accumbens : mC et
1C, ceeur médial et latéral ; mS, vS et 1S, coquille médiale, ventrale et latérale)
étudiées.



8 Traitement des résultats

8.1 Présentation des données

Les résultats de chaque étude sont représentés sous forme d’histogrammes
(paramétre comportemental testé, effet dose-réponse d’une drogue...) ou de
courbes (décours temporel, apprentissage...) par la moyenne et Uerreur type
(standard error of the mean, SEM). L’effectif des groupes (la plupart du
temps, au minimum de 8 animaux/groupe) sera précisé pour chaque étude.

Lorsqu’une différence est statistiquement significative entre deux groupes,
elle est représentée par des symboles (tels que Pastérisque *) dont le nombre
varie en fonction du niveau de significativité (* pour p<0.05, ** pour p<0.01,
et *** pour p<0.001).

8.2 Statistiques

Plusieurs types de tests statistiques ont été réalisés au moyen du logiciel
Statistica (StatSoft, USA) en fonction des données & analyser ; ils seront pré-
cisés pour chaque étude. Nous avons réalisé des tests paramétriques puisqu’il
est considéré que la majorité des variables biologiques quantitatives conti-
nues (telles que les notres) possédent une distribution normale (Preux et al.,
2003) ; un test de Shapiro-Wilk réalisé sur nos premiéres données (publiées
dans ’article présenté en annexe B) nous a par ailleurs permis de le vérifier
pour la plupart de nos variables comportementales. L’égalité des variances a
quant a elle été vérifiée par un test de Levene.

8.2.1 t-tests

Lorsque nous avons comparé les moyennes de deux groupes expérimen-
taux (un seul facteur, tel qu'un traitement par tDCS actif ou sham), nous
avons utilisé un test de Student.
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Pour les tests impliquant une comparaison entre la moyenne d’un groupe
et une moyenne théorique, tels que le test de préférence de place conditionnée
ou les tests de mémoire, un t-test de type comparaison de moyenne a un
standard a été appliqué.

8.2.2 ANOVAs

Des ANOVAs a plusieurs facteurs ont été réalisées quand les souris étaient
réparties dans des groupes basés sur au moins deux facteurs différents (par
exemple : exposition ou non a la drogue, et exposition ou non a la tDCS).

Dans le cas spécifique des tests répétés plusieurs fois sur un méme groupe
de souris, ou des tests avec décours temporel, des ANOVAs a mesures répétées
ont été calculées avec comme facteur inter-spécifique le groupe (sham ou
stimulé), et comme facteur intra-spécifique un décours temporel, ou encore
la zone cérébrale considérée pour une méme souris (par exemple : hémisphére
droit ou gauche).

Lorsque les ANOVAs présentaient un facteur ou une interaction statisti-
quement significative (p<0.05), un post-hoc de Newman-Keuls (qui permet
de déterminer les différences significatives entre les moyennes des groupes
dans une analyse de variance) était exécuté.



Troisiéme partie

Résultats
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9 Etude 1 : Mise en place d’un
modéle animal

Comme nous I’avons vu en introduction (chapitre 2), la stimulation trans-
cranienne par courant continu est une technique de neuromodulation de plus
en plus explorée ces 20 derniéres années du fait de ses multiples avantages.
Cependant, malgré les nombreuses études parues a ce jour, des zones d’ombre
persistent et doivent étre clarifiées avant de pouvoir en tirer profit.

Pour commencer, les conséquences physiologiques et comportementales
de la tDCS portent encore a débat. Que ce soit sur des sujets sains ou des
patients atteints d’une pathologie précise, les effets recensés de cette tech-
nique varient d’une étude a I'autre, parfois entre deux études d’'une méme
équipe (Bennabi et al. (2014), en annexe A).

Cette variabilité s’explique d’une part par des facteurs liés aux sujets,
plus ou moins répondants & la neuromodulation en fonction de critéres tels
que ’age, la génétique, ou encore les traitements pris conjointement. D’autre
part, des facteurs liés aux protocoles de stimulation peuvent aussi affecter
efficacité de la tDCS (Nitsche et al., 2008). Quel que soit I'effet recherché
ou la pathologie que 'on souhaite traiter, il n’existe actuellement pas de
consensus quant au protocole précis a suivre : quelles doivent étre 'intensité
et la durée d’une session de stimulation ? Faut-il répéter les sessions, et si
oui, a quel intervalle pour que les effets soient maximaux ? Est-il intéressant
de réaliser des taches pendant les stimulations ou doivent-elles étre réalisées
pendant un repos total du sujet - voire son sommeil 7

Il a été démontré & plusieurs reprises que le montage des électrodes aussi a
une importance majeure. Pour chaque étude menée il reste donc & déterminer
ol positionner les électrodes et la polarité désirée - tout en gardant a I'esprit
que pour une méme polarité administrée sur une aire corticale, 'effet obtenu
peut varier en fonction de I'intensité de la stimulation.

Par ailleurs, les mécanismes d’action de la tDCS sur les diverses aires
cérébrales restent a élucider.
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Il se pose donc l'intérét de développer un modéle animal qui permettrait
de réaliser des batteries de tests visant a :
— Confirmer les effets comportementaux d’une ou plusieurs sessions de
tDCS et évaluer leur durée dans le temps;
— Définir les paramétres de stimulation optimaux (temps, intensité, fré-
quence, intervalle, zone ciblée...);
— Comprendre les effets de la stimulation au niveau physiologique.

Au début de ma theése il n’existait pas d’évaluation globale des effets
comportementaux de la tDCS sur modéle animal. Les quelques études menées
chez I’animal étaient des études électrophysiologiques (in vivo ou in vitro) ou
portant sur un paramétre comportemental spécifique, notamment dans des
modéles animaux de pathologie (par exemple, amélioration des performances
motrices chez des rats modéles de 1’accident vasculaire cérébral; Kim et al.
(2010) ; Yoon et al. (2012)). Cependant aucune ne cherchait a mettre en
place un modéle reproduisant les différents effets de la tDCS obtenus lors des
études chez ’'Homme.

L’objet principal de ma theése est donc de mettre en place, chez ’animal,
un protocole de stimulation permettant de caractériser les comportements
affectés par la tDCS, ceci dans le but de réaliser les études d’optimisation et
d’investigation mentionnées ci-avant.

9.1 Choix du modéle animal

Les modéles animaux sont nécessaires a la recherche biomédicale, de par
leur contribution a notre compréhension des mécanismes génétiques, physio-
logiques, pathologiques, et a I’étude de D'efficacité et de la toxicité de divers
traitements. L’un des modéles animaux les plus utilisés en laboratoire est la
souris.

La souris présente de nombreux avantages, & commencer par des aspects
pratiques : d’élevage et de manipulation faciles (peu couteuse a entretenir,
de petite taille, se reproduisant rapidement), son génome a été entiérement
séquencé. L’Homme et la souris partagent ainsi 99 % de génes homologues, et
il existe de nombreux modéles murins de pathologies humaines (incluant des
modéles de troubles psychiatriques, tels que la dépression ou la schizophrénie
(Nestler et Hyman, 2010)). La souris est donc un modéle intéressant pour
I’étude de la stimulation transcranienne par courant continu, avec possibi-
lité d’étudier aussi bien une population saine qu’une population porteuse de
pathologies similaires a celles rencontrées chez I’Homme.
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9.1.1 La souris Swiss

La souche Swiss est une souche non consanguine, dans laquelle on cherche
a maintenir une constante hétérogénéité. Elle a été créée a partir de 2 males
et 7 femelles albinos provenant du Centre Anticancéreux de Romand (Suisse)
et importée au Rockfeller Institute par Clara Lynch en 1926.

Nous avons choisi de mettre en place la tDCS dans cette souche pour
son caractére non consanguin, qui implique la possibilité d’avoir une forte
variabilité individuelle pour les traits étudiés, mais prend mieux en compte la
disparité des réponses individuelles rencontrées dans la population humaine.

9.1.2 Protocole de stimulation

Afin de réaliser des études les plus reproductibles possibles, nous avons
choisi de fixer un protocole de stimulation précis en nous basant sur la litté-
rature déja existante.

Nous nous sommes majoritairement inspirés du modéle de Liebetanz et
collaborateurs. Comme présenté dans leurs études (Liebetanz et al., 2006a,b),
nous n’avons pu nous affranchir d’une chirurgie préalable consistant en la
pose d'une embase permettant de recevoir I'électrode stimulatrice, ceci pour
nous assurer d’une position fixe de I’électrode au dessus du lobe frontal de
I’animal. Cette embase et I’électrode correspondante ont été spécialement
développées en collaboration avec une entreprise de biotechnologie, Dixi mi-
crotechniques (Besancon, France).

Tout comme dans le modéle de Liebetanz, nous avons choisi d’éloigner
la contre-électrode de I’électrode stimulatrice pour éviter que le courant ne
passe directement de 'une & ’autre, contournant les tissus ciblés. La contre-
électrode est de taille supérieure a I'électrode stimulatrice (surface de 9.5 cm?
contre 3.5 mm?), ceci pour diminuer la résistance au niveau de cette premiére
tout en augmentant la densité de courant au niveau de la seconde.

L’un de nos principaux soucis était de stimuler des animaux éveillés,
comme Nekhendzy et al. (2004), afin d’éviter toute possible interaction entre
I'état de veille/sommeil des animaux et les effets physiologiques de la tDCS
(la plupart des protocoles de stimulation chez 'Homme étant réalisés sur
des sujets éveillés), et dans une moindre mesure pour éviter un possible effet
de l'agent anesthésiant sur les tests comportementaux ultérieurs. Le corset
(permettant une certaine mobilité) utilisé par 1’équipe de Liebetanz n’était
pas une solution facilement adaptable aux souris. Nous avons donc choisi de
placer les animaux en contention a chaque session de stimulation, a 'instar
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de ce qui est réalisé par Dhamne et al. (2015). Au sein du laboratoire nous
avons dans ce but développé un dispositif de contention (figure 5.2, p.82),
puis un générateur de courant plus adapté aux études chez ’animal (annexe
D).

Notons que la contention (surtout répétée) constitue un stress chronique
élevé; c’est pourquoi le groupe témoin sera toujours un groupe de souris
ayant subi les mémes contentions que les souris stimulées (groupe Sham), et
non un groupe "sans traitement".

Enfin, étant donné les résultats publiés chez I’Homme, nous avons choisi
de stimuler chez la souris le cortex frontal via I’anode (0.2 mA, 20 minutes en
nous basant sur les études préalablement réalisées chez le rongeur), et d’éva-
luer les paramétres comportementaux affectés dans 3 grands domaines : la dé-
pression, la cognition, et le comportement vis-a-vis des drogues. Nous avons
réalisé un protocole de stimulations répétées (2 fois/jour pendant 5 jours
consécutifs) puisque cela augmenterait et/ou prolongerait les effets béné-
fiques de la tDCS (Kekic et al., 2016).

9.1.3 Le cortex frontal de la souris

Etudier les fonctions et lésions du cerveau chez 'animal est compliqué,
notamment du fait des débats portant sur ’homologie entre les organes des
sujets modéles et de 'Homme. Ceci est particuliérement vrai pour les zones
dont I'évolution est apparue tardivement sur le plan phylogénétique et est
maximale chez le primate (et a fortiori 'Homme, chez qui le cortex préfrontal
atteint 29 % de la taille du cortex; Fuster (2002)). Le manque de définition
(anatomique et/ou fonctionnelle) précise du cortex préfrontal méne a des
questions concernant ’existence de cette zone chez les mammiféres non pri-
mates, particuliérement les rongeurs (Uylings et al., 2003).

Un consensus existe néanmoins sur les similarités partagées entre le ron-
geur et 'Homme quant & I'organisation fonctionnelle du cortex cérébral (fi-
gure 9.1). Ce flou anatomique, ajouté aux contraintes matérielles inhérentes
aux études présentées ici (notamment le rapport entre la taille de 1’électrode
stimulatrice et le cortex frontal des souris), fait que dans la suite de ce travail
je parlerai de stimulation du cortex frontal (et non préfrontal dorsolatéral)
des souris.
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S1

‘0 @

Homme Souris

FIGURE 9.1 — Représentation schématique de I'organisation fonctionnelle du
cortex cérébral chez P'Homme et la souris. F/M : cortex frontal/moteur;
S1 : cortex primaire somatosensoriel ; Al : cortex auditif; V1 : cortex visuel.
Adapté de Chen et al. (2011).

L’objectif de cette premiére étude était de mettre en place un modéle
murin de tDCS et d’évaluer 'effet de stimulations anodiques répétées
sur une large variété de comportements. Cette évaluation a été réali-
sée de quelques jours a quelques semaines aprés la fin du traitement.

Si nos données sont cohérentes avec celles obtenues lors des études
cliniques, notre modéle animal pourra étre utilisé pour approfondir
les connaissances a la fois sur les effets observables de la tDCS et sur
ses mécanismes d’action.

9.2 Effets de la tDCS chez la souris

9.2.1 Criblage des effets comportementaux

L’étude présentée dans cette section est celle qui a fait ’objet de notre
premiére publication, & consulter en annexe B (Pedron et al., 2014). Le proto-
cole ainsi que les principaux résultats obtenus sont représentés dans la figure
9.2.
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FIGURE 9.2 — Résumé de larticle n°1, partie 1. A/ Protocole expérimental.
EPM : labyrinthe en croix surélevée; FST : test de la nage forcée et TST :
test de suspension par la queue; MWM : test de la piscine de Morris; OR :
test de reconnaissance d’objet; Nic-CPP : préférence de place conditionnée
a la nicotine. B/ Principaux résultats obtenus. * p<0.05 versus Sham; ##
p <0.01 versus 3 jours; ¥ p<0.05, % p<0.01, *%¥ p<0.001 versus une valeur
standard (0, 25, ou 50 %, représentée par une ligne rouge sur les histogrammes
concernés).

Dans cette étude les sessions répétées de tDCS (10 séances en 5 jours de
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20 minutes de stimulation anodique & 0.2 mA) n’ont affecté ni la croissance,
ni lactivité locomotrice (dans le test d’actimétrie), ni anxiété des souris
(dans le labyrinthe en croix surélevée).

Les effets bénéfiques de la tDCS (diminution des comportements associés
a la dépression, de la valeur appétitive de la nicotine, et amélioration de la
mémoire) apparaissent plusieurs semaines aprés la fin des stimulations.

En effet, dans le FST, une ANOVA a mesures répétées (facteur intra :
temps [3 jours ou 3 semaines]|, facteur inter : groupe [Sham ou tDCS]) révéle
une interaction temps x groupe pour les deux parameétres mesurés, la latence
avant la premiére immobilité et le temps total d’'immobilité (F(1,14): 7.67 et
F14= 7.14; p<0.05, respectivement). L’analyse en post-hoc de Newman-
Keuls (NK) montre une augmentation de la latence (p<0.01) et une diminu-
tion du temps d’immobilité (p<0.05) chez les souris stimulées, mais seulement
3 semaines aprés la fin des stimulations.

Le groupe Sham (mais pas tDCS) était affecté par V'effet répétition du
test (diminution de la latence, et augmentation du temps d’immobilité a
3 semaines par rapport a 3 jours : p<0.01).

Notons que, bien que ce ne soit pas représenté dans le schéma récapitu-
latif, les comportements associés a la dépression ont également été évalués
dans le test de la suspension par la queue. Ce test s’est révélé moins sensible
que celui de la nage forcée, ne nous permettant de mettre en évidence qu’un
effet global de la tDCS sur la latence avant la premiére immobilité chez les
souris traitées par stimulations anodiques.

Dans le CPP, une injection de 0.5 g/kg de nicotine induit une préférence
de place chez les souris Sham a 3 jours comme a 3 semaines (t-test : p<0.01
versus 0 %). Cette préférence conditionnée par la nicotine est retrouvée chez
les souris tDCS seulement & 3 jours (p<0.05) mais plus & 3 semaines (p=0.23)
aprés la fin des stimulations.

Pour précision, le CPP a 3 jours a été réalisé sur un lot de souris différent ;
ceci dans le but d’éviter un biais dii & une exposition a la drogue sur le
comportement dans tous les autres tests.

Dans le test de la piscine de Morris, bien que les souris stimulées par
tDCS semblent réaliser un apprentissage plus rapide (temps a retrouver la
plateforme immergée plus court que chez les Sham), PANOVA A mesures
répétées ne révele qu'une tendance (effet groupe : Fg 14= 3.95, p=0.07).
Pour un probe trial réalisé 2 jours aprés la fin de 'entrainement, les deux
groupes de souris démontrent une bonne mémoire visuo-spatiale, passant
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significativement plus de 25 % de leur temps dans le quadrant qui avait
contenu la plateforme ; en revanche, 5 jours apreés, seules les souris du groupe
tDCS se remémorent la position de la plateforme (p<0.01 versus 25 %).

Enfin, dans le test de reconnaissance d’objet, seules les souris stimulées
par tDCS exhibent une bonne mémoire de travail, passant significativement
plus de temps a explorer le nouvel objet par rapport a ’ancien (groupe tDCS :
p<0.001; groupe Sham : p=0.68 versus 50 %).

Expérience controle n°1 : la contention répétée induit-elle un com-
portement de type dépressif?

Afin de stimuler les souris éveillées, notre protocole implique une conten-
tion répétée. Les souris Sham subissent le méme stress que les souris sti-
mulées, mais I'une de nos premiéres questions a été de vérifier si ce stress
chronique induit ou non un comportement de type dépressif chez la souris
dans notre principal test, la nage forcée.

Nous avons donc réalisé une étude complémentaire visant a comparer,
dans le test de la nage forcée, le comportement de souris ayant subi la chirur-
gie mais pas les contentions (groupe témoin, n=9) a celui de souris opérées
et placées en contention 20 minutes, 2 fois par jour pendant 5 jours (groupe
sham, n=10). Les souris avaient 8 semaines lors des contentions (ou absence
de contention, pour le groupe témoin) et le FST a été réalisé trois jours et
trois semaines apreés la fin de ce traitement.

Nos résultats indiquent que les contentions répétées ne font pas varier
le temps d’'immobilité (dans la FST) chez les souris, que ce soit au bout de
3 jours ou de 3 semaines (ANOVA répétée effet groupe : F(1 17)= 0.62, p=0.4;
effet temps x groupe : F(; 17y= 0.002, p=0.96).

Expérience contréle n°2 : ’effet de la tDCS dans le FST dépend-il
de la répétition du test ?

Classiquement, quand le test de la nage forcée est réalisé plusieurs fois sur
un méme lot de souris, on observe une augmentation du temps d’immobilité
au deuxiéme passage. A la suite de nos premiers résultats dans le FST, nous
avons donc réalisé une série d’expériences complémentaires visant a analyser
si effet de la tDCS n’apparaissant qu’a 3 semaines était li¢ au délai post-
stimulation ou uniquement & une interaction avec la répétition de ce test.

Notons que les résultats absents & 3 jours et présents a 3 semaines ont
été reproduits a plusieurs reprises ultérieurement, confirmant la robustesse
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de cet effet.
Les différentes méthodologies expérimentales testées sont résumées dans
la figure 9.3.
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FIGURE 9.3 — Les différents protocoles de FST réalisés. Pour chaque expé-
rience, des souris agées de 8 semaines ont recu 10 séances de tDCS active ou
sham pendant 5 jours (N = de 9 a 20 souris/groupe), puis ont réalisé le FST
a différents temps.

Dans un premier temps nous avons évalué 'effet de la tDCS dans le FST
3 semaines aprés la fin des stimulations sans premier test a 3 jours. Aucun
effet n’a été mis en évidence (figure 9.3 B). Nous avons ensuite testé I'impact
de la tDCS sur deux FST réalisés a un jour d’intervalle, ceci a court ou moyen
terme apres la fin des stimulations. La encore aucun résultat significatif n’a
été relevé (figure 9.3 C, D). A la lumiére de ces résultats nous nous sommes
assurés qu’aucun effet de la tDCS n’apparaissait dés 3 jours aprés la fin des
stimulations sur un test de FST qui serait un deuxiéme passage (3 semaines
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aprés le premier; figure 9.3 E). Nous en concluons donc que :
— La tDCS annule 'augmentation d’immobilité liée a un deuxiéme pas-
sage dans le FST;
— Cet effet nécessite néanmoins un intervalle minimum entre le test et
le retest ;
— Et n’apparait que 3 semaines aprés la fin des stimulations.

9.2.2 Impact de la polarité et de la position de I’élec-
trode

Chez ’'Homme, les effets de la tDCS dépendent a la fois de la polarité du
courant étudié et de la position de I’électrode stimulatrice ; nous avons donc
cherché & vérifier chez la souris 'importance de ces deux paramétres.

Dans ce but nous avons effectué le test de la nage forcée sur des souris
stimulées soit par ’anode ou la cathode en position frontale (effet polarité),
soit par I'anode en position postérieure (effet zone). Quatre groupes ont été
déterminés :
— Sham : opération, contention, pas de stimulation (N = 13)
— Anode-F : 10 stimulations anodiques au niveau du cortex frontal
gauche (N = 8); figure 9.4 (A, B)

— Cathode-F : 10 stimulations cathodiques au niveau du cortex frontal
gauche (N = 9); figure 9.4 (A, B)

— Anode-P : 10 stimulations anodiques au niveau du cortex postérieur
(N =9); figure 9.4 (A, C)
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FIGURE 9.4 — Représentation schématique des positions de I'’embase étudiées.
A/ Vue sagittale du cerveau de souris ; adapté de I’atlas de Paxinos et Frank-
lin (2001). Les traits rouges représentent les 2 positions étudiées. B/ Position
au dessus du cortex frontal (+1 mm en avant du Bregma, 1 mm a gauche). C/
Position au dessus du colliculus, juste en avant du cervelet (Bregma -5 mm).
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Les résultats sont résumés dans la figure 9.5. Une ANOVA répétée a

permis de mettre en évidence un effet du groupe (F(335= 3.51, p<0.05) :

— 3 jours apreés la fin des stimulations, la tDCS n’a d’effet dans aucun
groupe;

— 3 semaines aprés, les souris ayant regu la stimulation anodique (peu
importe la localisation de I’électrode) sont significativement plus ac-
tives que les souris Sham dans le FST;

— Aucune différence de comportement entre les souris ayant recu la sti-
mulation cathodique et les souris Sham n’a été révélée.

Ainsi nous avons pu conclure a un effet primordial de la polarité dans
notre paradigme; dans le test de la nage forcée, la stimulation cathodique
échoue a modifier le comportement des souris la ou la stimulation anodique
diminue les comportements de type dépressif. En revanche, il semblerait que
la position de I’anode sur le crane de la souris n’ait pas d’'importance majeure
ici, contrairement a ce qui a été montré chez I’'Homme.

Notre hypothése est qu’étant donné la taille de 'embase recevant 1’élec-
trode comparée & la taille du crane de la souris, et la plus forte densité
de courant lors de la stimulation de l'animal (57.1 versus 0.57 A/m2 chez
I"'Homme), le courant délivré diffuse sur une large partie du cortex.
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FIGURE 9.5 — A/ Protocole d’étude des effets zone et polarité sur les compor-
tements associés a la dépression chez la souris. B/ Résultats, avec * p<0.05
et ** p<0.01 versus Sham; # p<0.05 versus 3 jours.
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9.3 Discussion

Au moyen de ces différentes études nous avons pu mettre en place un
nouveau modéle de tDCS chez la souris. Nous avons ainsi été les premiers a
publier des effets a long terme sur différents paramétres comportementaux
chez 'animal; comme chez 'Homme, nous avons retrouvé un effet de la
tDCS anodique (stimulations répétées) sur les comportements associés a la
dépression, a la préférence pour une drogue (en I'occurrence, la nicotine), et
sur les performances des souris dans deux tests de mémoire. En revanche,
la tDCS n’affectait ni la courbe de croissance des souris, ni leur activité
locomotrice en milieu naturel ou leurs comportements associés a 'anxiété.

Effets de la tDCS sur la "dépression"

Il est intéressant de remarquer que nos effets sur les comportements asso-
ciés a la dépression n’apparaissent pas trois jours, mais trois semaines aprés la
fin du traitement. Ceci différe de ce qui est retrouvé chez ’Homme, avec une
apparition d’effets positifs immédiatement aprés tDCS. Par exemple, Boggio
et al. (2008a) ont montré une réduction du score de dépression (échelle de Ha-
milton et inventaire de Beck) immédiatement et pendant au moins 30 jours
aprés 10 sessions de tDCS (20 minutes & 2 mA, pendant 10 jours).

Ceci est d’autant plus surprenant que en ce qui concerne les traitements
antidépresseurs médicamenteux, c’est la cinétique inverse qui est observée :
les effets apparaissent immédiatement aprés une exposition aigué chez 1’ani-
mal, tandis qu’ils requiérent une administration chronique (parfois pendant
des mois) avant d’apparaitre chez I'Homme (Nestler et al., 2002).

Ainsi il est probable que les mécanismes physiologiques sous-tendant cet
effet bénéfique différent, au moins en partie, du mode d’action des antidé-
presseurs médicamenteux. Ils pourraient notamment impliquer la formation
de nouveaux neurones (néo-neurogenése, qui prend environ trois semaines de
la formation de nouvelles cellules a la maturation en neurone fonctionnel ;
Kempermann et al. (2004)) dans une structure connue pour son implication
dans les émotions et la mémoire : I'hippocampe. C’est la raison pour laquelle
nous avons décidé de tester, par la suite, I’effet de la tDCS sur la prolifération
cellulaire dans le gyrus denté de ’hippocampe (chapitre 10).

Enfin, les souris ont subi des contentions répétées, ce que nous supposons
étre un stress chronique élevé. Le stress est connu comme facteur de risque
de dépression (Vialou et al., 2013) et de développement d’addiction (Sinha,
2008). C’est pourquoi nous avons réalisé ’étude complémentaire comparant
des souris ayant toutes recu la chirurgie, une moitié subissant 10 séances de
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contention (Sham) et 'autre non. De maniére surprenante, nous avons montré
une absence de différence significative entre les deux groupes dans le test de la
nage forcée. Il semblerait donc que dans notre modéle, I'effet "antidépresseur”
de la tDCS apparaisse chez des souris "saines", n’ayant pas développé un
comportement de type dépressif (malgré un stress chronique). Ceci mériterait
tout de méme d’étre vérifié dans d’autres tests évaluant les comportements
associés a la dépression, ainsi que dans des modéles de "dépression" chez la
souris (El Yacoubi et Vaugeois, 2007).

Effets de la tDCS sur la mémoire

Les effets que nous avons relevés sur la mémoire chez la souris ont été
reproduits par Podda et al. (2016) aprés une unique stimulation anodique
(0.35 mA, 20 minutes) de 'hippocampe gauche de souris (électrode 1 mm en
arriére du Bregma, 1 mm sur la gauche). Ils ont montré une augmentation
des performances mnésiques (également dans les tests de la piscine de Morris
et de reconnaissance d’objet) dans les jours suivants (et une semaine aprés)
ce traitement.

Cette équipe a associé ces observations a une augmentation de la poten-
tialisation a long terme dans ’hippocampe aussi bien immédiatement que une
semaine aprés la tDCS (mesure des potentiels évoqués aprés une stimulation
haute fréquence des coupes de cerveaux des animaux stimulés et sacrifiés).
De maniére intéressante, cette hausse de la PLT se retrouvait dans les deux
hémisphéres, bien que seul le gauche soit stimulé par tDCS. Enfin, la tDCS
augmentait 1’expression du BDNF (notamment par voie épigénétique).

La tDCS chez le rongeur : différences avec I’Homme

Notre premiére préoccupation était de réaliser un modéle se rapprochant
le plus possible des protocoles de stimulation réalisés chez 'Homme. Comme
détaillé en introduction, nous nous sommes majoritairement basés sur le mo-
deéle de Liebetanz et al. (2006a,b). 11 différe de ce qui est réalisé en clinique
principalement de par la nécessité d’une légére chirurgie (suivie d’'un temps
de repos minimal de cinq jours). Le placement de la contre-électrode est éga-
lement différent de ce qui est le plus souvent utilisé chez ’'Homme, quoique
certains auteurs utilisent un montage avec une contre-électrode positionnée
ailleurs que sur la téte (tel que Nakamura-Palacios et al. (2012), avec I'anode
sur le CPFDL et la cathode sur I’épaule controlatérale pour une étude sur la
tDCS chez des patients alcoolo-dépendants).

Une autre différence & noter est la densité de courant appliquée sur le
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cortex frontal des souris. Chez I"'Homme, elle est communément de I'ordre
de 0.57 A/m? pour une stimulation de 2 mA. Dans notre modeéle, du fait
de la petite taille de 1’électrode, elle est de 57 A/m?. Cela étant, bien que
cette densité de courant soit 100 fois plus élevée qu’en clinique, elle reste
largement en dessous du seuil de densité avec lequel apparaissaient des lésions
cérébrales (143 A/m?) sous stimulation cathodique dans I’étude de Liebetanz
et al. (2009). Des études complémentaires avec des densités de courant plus
faibles sont néanmoins a réaliser, notamment dans ’esprit d’optimiser les
parameétres de stimulation.

Remarquons également que, chez 'Homme, seulement 45 % du courant
est supposé traverser le scalp et 'os du crane (en choisissant une épaisseur
d’os de 5 mm). Ceci a été mesuré au moyen de deux modéles : une cuve
électrolytique en forme de téte contenant un demi-crane humain, et un mo-
déle théorique de téte composé de trois sphéres concentriques représentant la
résistance des tissus du cerveau, du squelette et de la peau (Rush et Driscoll,
1968). Holdefer et al. (2006) ont également montré un important shunt du
courant entre les électrodes et par la peau sur un modéle de téte humaine
ce shunt était réduit par I’éloignement des électrodes ou encore I'augmenta-
tion de la densité de courant administrée (simulations informatiques). Enfin,
Buzséki et Berényi de I’Université de New York City ont présenté lors d'un
meeting de la Cognitive Neuroscience Society (2016) des travaux suggérant
que ce serait en fait plutot 90 % du courant appliqué sous tDCS ou tACS qui
se trouverait dévié par la peau. Ils ont pour ceci stimulé de maniére trans-
cranienne un cadavre humain dans le crane duquel ils avaient au préalable
implanté des électrodes d’enregistrement pour mesurer le courant traversant
les tissus jusqu’au cerveau (Underwood, 2016). Les auteurs conviennent ce-
pendant que ce taux de courant parvenant aux neurones peut étre suffisant
pour avoir les effets décrits sur ’excitabilité des cellules.

Etant donné que chez la souris le courant n’a pas a traverser la peau,
que D'épaisseur de I'os du crane est réduite (inférieure & 1 mm; Lapchak
et al. (2015) ; Chang et al. (2014) ; Zhao et al. (2002)), et que la densité
de courant est supérieure, nous pouvons supposer que dans notre modéle le
ratio de courant arrivant aux tissus cibles est plus élevé.

Limites de notre étude

Une critique pouvant étre apportée a notre étude est I’emploi exclusif de
souris femelles, que nous n’avons ni ovariectomisées ni contrdlées pour leur
état hormonal (ceci afin de limiter les procédures invasives et /ou stressantes).
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Paulus et ses collaborateurs ont montré que la diminution d’excitabilité
observée dans le cortex moteur était plus importante pendant, et prolongée
aprés, une stimulation cathodique chez la femme par rapport a chez ’homme.
Cependant aucun effet du sexe sur l'effet d’une stimulation anodique n’a été
relevé (Kuo et al., 2006). C’est le phénoméne inverse qui est observé quand
on s’intéresse au cortex visuel : la méme équipe a montré qu’un effet du
sexe apparait pour une stimulation anodique (et pas cathodique), avec une
augmentation d’excitabilité du cortex visuel (pendant et jusqu’a au moins
10 minutes aprés la stimulation) chez la femme, contre une inhibition observée
10 minutes aprés chez 'homme (Chaieb et al., 2008).

Ces deux résultats, bien qu’apparaissant opposés (probablement du fait
des mécanismes différents entre le cortex visuel et le cortex moteur), révélent
un biais lié au sexe quant aux effets de la tDCS. D’autres différences liées
au sexe ont été montrées au niveau clinique (bénéfices plus importants pour
les femmes de sessions répétées de tDCS chez des patients souffrant d’acou-
phénes; Frank et al. (2012)) et comportemental (effets plus importants de
la tDCS dans une tache de raisonnement (Boggio et al., 2008b) ou de recon-
naissance d’expressions faciales (Fumagalli et al., 2010) chez les femmes que
chez les hommes). Ceci pourrait étre lié 4 'action des hormones sexuelles sur
la modulation de la plasticité cérébrale, mais aussi a d’éventuelles différences
neuro-anatomiques (dimorphisme sexuel) et fonctionnelles entre hommes et
femmes.

Il serait donc intéressant de tester I'effet de la tDCS sur des souris males
ainsi qu’a différents stades du cycle menstruel des souris, afin de vérifier
I'importance des variables liées au genre et aux niveaux d’hormones sexuelles
des animaux.

Intérét du modéle animal : optimiser les paramétres

Nos résultats, montrant un effet bénéfique de la tDCS sur le comporte-
ment des souris, aménent d’autres questions auxquelles notre modéle nous
permettra de répondre.

En premier lieu, notons que nous avons étudié ici (et pour chaque étude
présentée dans ma thése) leffet de stimulations répétées (10 sessions sur
5 jours) sur le comportement des souris. Il apparait intéressant de se deman-
der quel serait 'effet d’une session unique de tDCS. De méme, nous avons
choisi une fréquence de 2 stimulations par jour en nous basant sur certains
protocoles de recherche clinique. Cela étant, 'importance de la durée du
traitement (de quelques jours a quelques semaines) et de I'intervalle entre les
stimulations (quotidiennes, hebdomadaires, etc) est encore inconnue.
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Ensuite, nous avons relevé des effets comportementaux jusqu’a 5 semaines
(préférence de place conditionnée a la nicotine) aprés la tDCS, mais n’avons
pas effectué de tests au-dela de cette période. Il reste ainsi & déterminer la
durée des conséquences de la stimulation répétée sur les différents paramétres
comportementaux. Un autre point a étudier serait la ré-exposition a une sti-
mulation par tDCS aprés la phase de traitement de 5 jours; un nouveau
traitement (ponctuel ou répété) pourrait-il augmenter ou prolonger les effets
comportementaux observés? La réponse a cette question pourrait apporter
des pistes permettant d’optimiser les paramétres de stimulation transcra-
nienne en recherche clinique.

Pour terminer, la cinétique d’apparition des effets doit étre étudiée plus
en profondeur. Nous avons testé des comportements & des moments précis
(3 jours, 3 semaines), mais chacun des tests pourrait étre réalisé a différents
temps dans cette fenétre afin de déterminer plus précisément le moment
d’apparition des répercussions de la tDCS. De méme, les comportements
de type dépressif pourraient étre évalués dans d’autres tests que la nage
forcée (par exemple, un test d’inhibition néophobique de la prise alimentaire)
afin de vérifier si le délai d’apparition et les effets varient avec le paramétre
comportemental étudié.

Mise en place du modéle : objectifs validés

En conclusion, avec la mise en place de ce nouveau modéle de tDCS
chez I'animal nous avons pu retrouver des effets des stimulations répétées
similaires & ceux observés chez ’'Homme. Ces effets se maintiennent plusieurs
semaines aprés la fin de la stimulation et dépendent de la polarité de la
stimulation au moins pour les comportements associés a la dépression.

Au vu des résultats encourageants observés sur des aspects comporte-
mentaux liés a la dépression et a la mémoire, résultats apparaissant 3 se-
maines aprés la fin des stimulations, nous avons émis I’hypothése que parmi
les mécanismes d’action de la tDCS, la neurogenése était un bon candidat.
Je présenterai nos premiéres études sur ce sujet dans le chapitre suivant (10).

Parallélement, étant donné les effets de la tDCS dans le CPP pour la
nicotine, nous avons choisi d’approfondir les aspects comportementaux liés a
I’addiction, encore peu étudiés. Nos études seront présentées dans le chapitre
11.



10 Etude 2 : tDCS et
prolifération cellulaire

10.1 La neurogenése a I’age adulte

Dans l'optique d’évaluer les modifications neurophysiologiques induites
par la tDCS, nous nous sommes intéressés a I'impact de cette technique sur
la neurogenése chez 1’adulte.

La neurogenése désigne 'ensemble du processus de transformation d’une
cellule souche neurale en neurone fonctionnel ; elle a principalement lieu lors
du développement du cerveau au stade embryonnaire. Si pendant longtemps
la formation de neurones a I’Age adulte a été considérée comme impossible,
depuis quelques dizaines d’années il est admis qu’elle persiste a des endroits
localisés et joue un role important dans la plasticité cérébrale. Des liens ont
été mis en évidence entre cette néo-neurogenése et les troubles de I’humeur
ainsi que certains types de mémoire (Dokter et und Halbach, 2012).

Dans la mesure ot nous avons publié des effets bénéfiques de la tDCS
sur la dépression et la mémoire, nous avons émis ’hypothése que ces effets
puissent étre liés & une augmentation de la neurogenése au niveau de ’hip-
pocampe des souris adultes.

10.1.1 La néo-neurogenése

Chez les mammiféres, la néo-neurogenése survient soit au niveau de 1’hip-
pocampe, soit sous la paroi des ventricules latéraux (zone sous-ventriculaire).

La neurogenése dans I’hippocampe

L’hippocampe est une structure cérébrale appartenant au systéme lim-
bique (avec 'amygdale, le gyrus cingulaire, le fornix et I’hypothalamus). Prin-
cipalement connu pour son roéle dans la mémoire et la navigation spatiale, il
en a également un dans les émotions et la réponse au stress. En effet, des
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études lésionnelles révélent que si ’hippocampe dorsal est impliqué dans ’ap-
prentissage et la mémoire spatiale, I’hippocampe ventral, lui, régule plutot
les comportements liés aux émotions et & la motivation (Fanselow et Dong,
2010).

L’hippocampe est composé de régions distinctes : le gyrus denté (composé
principalement de neurones granulaires), et la corne d’Ammon (composée
principalement de neurones pyramidaux ; Hagihara et al. (2009)).

FiGURE 10.1 — Coupe coronale montrant les subdivisions de I’hippocampe
chez la souris (coloration crésyl violet). CA1a 3 : corne d’Ammon 14 3; DG :
gyrus denté. La zone en jaune représente la position a laquelle on retrouve
les cellules nouvellement formées. Adapté de Paxinos et Franklin (2001).

Les cellules souches neurales se trouvent dans le gyrus denté, plus pré-
cisément au niveau de la zone sous granulaire (en jaune sur la figure 10.1).
Elles produisent, par division asymétrique, des progéniteurs qui proliféreront
et se différencieront en neuroblastes. Trois jours aprés la division initiale, la
majorité de ces cellules atteint un stade post-mitotique, et commence a ex-
primer des protéines spécifiques telles que la calrétinine (une protéine se liant
au calcium) et le marqueur neuronal NeuN. A ce stade, les cellules étendent
leur axone en direction de la région CA3 de 'hippocampe pour y établir un
contact. Un processus de sélection est enclenché et les cellules sont recrutées
ou éliminées. Les neuroblastes migrent dans la couche granulaire, et dans les 2
a 3 semaines suivant le stade post-mitotique, elles commencent & exprimer la
calbindine a la place de la calrétinine. Mais il faudra attendre 4 a 7 semaines
(apreés la division initiale) pour que les cellules deviennent des neurones com-
plétement matures et fonctionnels (figure 10.2). Ces neurones doivent alors
s'intégrer dans le circuit de 'hippocampe et y établir des connexions avec les
autres neurones et interneurones (Kempermann et al., 2004).

Parmi les cellules fonctionnelles issues de cette niche, se retrouvent majo-
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ritairement des cellules granulaires (neurones excitateurs). Une petite partie
deviendrait cependant des cellules gliales (oligodendrocytes et astrocytes);
ces cellules forment ’environnement des neurones, assurant notamment un
role de soutien et de protection du tissu nerveux (Lledo et Gheusi, 2006).
Cameron et al. (1993) décrivent une proportion de plus de 70 % de neurones
parmi des cellules nouvellement marquées dans le gyrus denté de rats adultes
(trois et quatre semaines aprés I'injection d’une base nucléotidique marquée).
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FIGURE 10.2 — Schéma représentant les différentes étapes de neurogenése au
niveau du gyrus denté. ZSG : zone sous-granulaire. Adapté du site de I'équipe
de N. Abrous (www.neurocentre-magendie.fr).

La neurogenése dans la zone sous-ventriculaire

Dans la paroi des ventricules latéraux, ou zone sous-ventriculaire (ZSV),
se situe une autre niche de cellules souches neurales. La aussi les cellules
souches engendrent des cellules progénitrices qui proliférent puis se différen-
cient en neuroblastes. Néanmoins, contrairement au devenir des cellules dans
le gyrus denté, ces neuroblastes migrent hors de la ZSV et suivent une voie qui

aboutit au niveau du bulbe olfactif, ou ils acquiérent leur fonction (Sawada
et Sawamoto, 2013).
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FIGURE 10.3 — Schéma représentant les différentes étapes de neurogenése au
niveau de la zone sous-ventriculaire chez le rongeur. Adapté de ’article de
Sawada et Sawamoto (2013).

10.1.2 Neurogenése hippocampique et dépression

La dépression est une pathologie des processus de régulation de 'humeur
et des émotions. Les mécanismes la sous-tendant sont complexes et encore
méconnus ; plusieurs régions cérébrales sont impliquées dans la régulation
des émotions (amygdale, cortex cingulaire...), des fonctions exécutives (cor-
tex frontal, hippocampe...), de la récompense (noyau accumbens...), et un
dysfonctionnement de ces circuits peut conduire a des symptomes dépres-
sifs (Krishnan et Nestler, 2008). Ces circuits sont régulés par des projections
monoaminergiques provenant de 'aire tegmentale ventrale (dopamine), des
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noyaux du raphé (sérotonine), et du locus ceruleus (noradrénaline), d’oun
Iimportante "hypothése monoaminergique" postulant que la dépression est
due & une diminution de la fonction monoaminergique dans le cerveau. Le
fait que beaucoup d’antidépresseurs ont une action entrainant ’augmentation
de la transmission monoaminergique accrédite cette hypothése ; néanmoins,
plusieurs observations prouvent que la seule altération du systéme monoami-
nergique ne suffit pas a expliquer les symptoémes de dépression ni les effets
bénéfiques des antidépresseurs. Notamment, il est a noter que les antidépres-
seurs provoquent une augmentation immédiate de la transmission monoami-
nergique, mais 'apparition d’effets sur 'humeur demande des semaines de
traitement (Krishnan et Nestler, 2008).

Diminution de la neurogenése dans la dépression

De nombreuses études (autopsies et neuro-imagerie) ont montré une di-
minution du volume de matiére grise et de la densité de la glie au niveau du
cortex préfrontal et de 'hippocampe chez des patients souffrant de dépression
(Krishnan et Nestler, 2008).

Certains auteurs postulent donc que la formation de nouveaux neurones
a I’age adulte serait importante dans le contréle de ’humeur et 'action des
antidépresseurs (Dokter et und Halbach, 2012 ; Eisch et Petrik, 2012).

La réduction du volume hippocampique observée dans la dépression pour-
rait étre due & un remodelage cellulaire, avec une diminution de la neu-
rogenése dans le gyrus denté (Campbell et MacQueen, 2004). En effet, le
stress se traduit par une augmentation de ’activité de ’axe hypothalamo-
hypophysaire qui conduit & une élévation du taux de glucocorticoides, com-
munément retrouvée dans I'épisode dépressif majeur. Ceci a pour effet de
diminuer la neurogenése (Cameron et McKay, 1999) et d’affecter la régula-
tion du taux de BDNF (en inhibant son augmentation activité-dépendante),
ce qui, potentiellement, rendrait le neurone moins sensible aux stimuli et
inhiberait arborisation dendritique (Campbell et MacQueen, 2004).

Les antidépresseurs augmentent la neurogenése

Toujours dans le sens de cette hypothése, différentes thérapies permet-
tant d’améliorer 'humeur des patients dépressifs semblent augmenter le taux
de neurogenése dans I’hippocampe. Ainsi chez le rat, il a été montré que
des traitements chroniques par des antidépresseurs de différentes classes ou
par électroconvulsivothérapie augmentent la prolifération cellulaire au niveau
du gyrus denté, et que les nouvelles cellules deviennent des neurones fonc-
tionnels (Malberg et al., 2000). L’augmentation de la prolifération cellulaire
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serait donc un des mécanismes expliquant 'efficacité des traitements antidé-
presseurs.

Mais...

Différents travaux ont cependant mené a des résultats mitigés, certains
auteurs rapportant que I'inhibition de la neurogenése ne se traduit pas for-
cément par des symptomes associés a la dépression (Eisch et Petrik, 2012 ;
Tanti et Belzung, 2013), et que Defficacité des antidépresseurs ne peut s’ex-
pliquer qu’en partie par un effet sur la neurogenése (David et al., 2009 ; Tanti
et Belzung, 2013).

Pour conclure, nous considérons actuellement que la diminution de la
neurogenése a I'age adulte n’est pas un des facteurs causaux les plus im-
portants de développement de la dépression, mais qu'une partie des effets
bénéfiques des traitements antidépresseurs s’explique par une modulation de
cette néo-neurogenése (Sahay et Hen, 2007 ; David et al., 2009).

10.1.3 Neurogenése hippocampique et mémoire

L’hippocampe est une structure connue pour son implication notamment
dans la mémoire épisodique et dans I’apprentissage spatial (mémoire décla-
rative).

L’apprentissage module la neurogenése

Il a été montré que certains types de comportements entrainent une ré-
gulation de la neurogenése (Gould et al., 1999). L’apprentissage spatial (test
de la piscine de Morris, chez le rat) provoquerait une augmentation de la
survie des nouvelles cellules lors d’une période critique de maturation (stade
intermédiaire de leur développement, au moment de I’extension des axones).
L’entrainement augmenterait aussi le pourcentage de nouvelles cellules ex-
primant un marqueur neuronal (NeuN), ayant donc un impact sur le devenir
des cellules nouvellement formées dans ’hippocampe (Epp et al., 2007).

L’étude de génes précoces a par ailleurs permis de mettre en évidence
que 'exploration spatiale active les nouveaux neurones intégrés dans 1’hippo-
campe dans une plus grande proportion que les neurones plus agés (Ramirez-
Amaya et al., 2006). Ces nouveaux neurones seraient en outre préférentiel-
lement intégrés aux circuits impliqués dans la mémoire spatiale par rapport
aux "anciens" (chez des souris ayant réalisé un apprentissage spatial dans le
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test de la piscine de Morris; Kee et al. (2007)). Les différentes études me-
nées chez 'animal confortent donc I'hypothése que les nouveaux neurones
intégrés dans 'hippocampe sont spécifiquement activés (en comparaison aux
neurones plus anciens) et contribuent & l’apprentissage et a la mémoire.

Inhibition de la neurogenése et mémoire

En revanche, les études chez I'animal visant & inhiber la neurogenése et
a évaluer par la suite les performances cognitives ont mené a des résultats
moins clairs. L’inhibition de la neurogenése n’altére en rien, comme c’était
prévisible, les performances dans des taches non hippocampo-dépendantes.
Cependant cette inhibition conduit & une baisse des performances unique-
ment dans certaines taches hippocampo-dépendantes (Deng et al., 2010).
Des résultats variables sont obtenus en fonction du test étudié ou pour un
méme test (par exemple la piscine de Morris). En effet, I'inhibition de la
neurogenése peut diminuer ou ne pas impacter les performances en fonction
de la méthode utilisée pour réaliser cette inhibition, de I’age des animaux, de
leur espéce et de leur souche, ou encore des paramétres choisis pour évaluer
les comportements (Deng et al., 2010)...

En conclusion, si la fonction exacte des neurones nouvellement formés et
intégrés dans 'hippocampe reste floue, il est désormais acquis que la néo-
neurogeneése joue un role dans I'exécution de certaines taches d’apprentissage
et de différents types de mémoire.

Nos premiers résultats, présentés dans le chapitre 9, nous ont permis
de mettre en évidence des effets de la tDCS sur des comportements
associés a la dépression et a la mémoire visuo-spatiale chez la souris.
Ces effets apparaissant trois semaines aprés la fin du traitement, nous
avons voulu tester I’hypothése que parmi ses mécanismes d’action, la
tDCS entraine une modulation de la neurogenése a 1’age adulte. Cette
régulation pourrait prendre divers aspects; la tDCS pourrait agir sur
la prolifération cellulaire au niveau de I'hippocampe (formation d’un
plus grand nombre de nouvelles cellules), ou bien sur la survie ou
encore le devenir des nouvelles cellules.
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10.2 Effets de la stimulation transcranienne sur
la prolifération cellulaire

Je présenterai ici nos études visant a vérifier si notre protocole de stimu-
lation module la prolifération de nouvelles cellules au niveau du gyrus denté
de I’hippocampe chez la souris.

Pour ceci, nous avons stimulé 17 souris (9 Sham et 8 tDCS) agées de
8 semaines pendant 5 jours. Le jour des derniéres stimulations, nous leur
avons injecté de la BrdU a raison de 50 mg/kg (3 injections espacées de 6 h).
24 heures apreés la premiére injection, les souris ont été sacrifiées, et leurs
cerveaux récupérés pour comptage de la prolifération cellulaire (voir section
7.1 et figure 10.4 A).

10.2.1 La tDCS augmente la prolifération cellulaire

Nos résultats indiquent que le traitement par tDCS augmente la prolifé-
ration cellulaire au niveau de I’hippocampe des souris, et ce 24h aprés la fin
d’une série de 10 stimulations.

Les sessions de tDCS augmentent significativement le nombre de cel-
lules formées dans ’hippocampe indépendamment de I’hémisphére considéré
(ANOVA répétée effet groupe : Fq 15 = 24.8; p<0.001), bien que l'anode
soit située sur la gauche du cortex frontal. Le pourcentage d’augmentation
est de 43 £ 10 % dans I'hémisphére gauche, stimulé, et de 48 + 7 % dans ’hé-
misphére droit. Si on compare, chez les souris tDCS, les pourcentages d’aug-
mentation de cellules BrdU-positives entre 'hémisphére droit et le gauche,
aucune différence n’est révélée (t-test : p = 0.72).

Cette augmentation de prolifération cellulaire a lieu aussi bien dans le
gyrus dorsal (= Bregma -0.94 4 -2.70 mm), impliqué dans les fonctions cog-
nitives, que dans le gyrus ventral (=~ Bregma -2.80 & -3.88 mm), qui serait
plutot impliqué dans le stress et les émotions (ANOVA répétée effet groupe :
Fa15 = 24.9; p<0.001). L’ANOVA répétée révele une interaction avec la
zone considérée (effet zone x groupe : F(1, 15) = 4.6; p<<0.05). Si le nombre
de cellules marquées augmente de 50 & 10 % dans la zone dorsale, cette aug-
mentation est seulement de 32 £ 6 % dans la zone ventrale (figure 10.4 B).
Cependant un t-test réalisé chez les souris tDCS ne révéle pas de différence

entre Paugmentation dans la zone dorsale et celle dans la zone ventrale (p =
0.15).
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FIGURE 10.4 — A/ Protocole d’é¢tude de la prolifération cellulaire. Les souris
agées de 8 semaines ont recu 10 sessions de tDCS anodique puis 3 injections
de BrdU le dernier jour de stimulation. Elles ont été sacrifiées 24 h aprés
la premiére injection, et leur cerveau a été récupéré. B/ Reésultats obtenus.
A gauche : coupes coronales centrées sur le gyrus denté de I'hippocampe.
A droite : représentation graphique du nombre de cellules marquées selon
I’hémisphére (Ipsi : hémisphére gauche, stimulé ; Contro : hémisphére droit)
ou la zone (dorsale ou ventrale). * p<0.05; *** p<0.001 versus Sham.

Ces résultats ont été obtenus chez des souris ayant été stimulées a 1’age
de 8 semaines (jeunes adultes). Or, nous savons que le phénoméne de neuro-
genése diminue avec ’age, y compris chez les rongeurs (Amrein et al., 2011).
Nous avons donc réalisé la méme étude sur des souris plus agées afin de voir
si la modulation de la prolifération cellulaire est affectée par I’age des souris.

10.2.2 Impact de I’age des souris

Un autre groupe de souris a été stimulé a I'age de 10 mois et comparé
au précédent. Les données présentées ici sont sur les hémisphéres moyennés,
puisque dans I’étude précédente aucune différence entre le coté stimulé et
I’autre n’a été mise en évidence.
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FIGURE 10.5 - A/ Protocole d’é¢tude de leffet de I’age des souris sur la pro-
lifération cellulaire. Le groupe stimulé a 2 mois est celui dont les données
détaillées sont présentées ci-avant. Les souris agées de 2 ou 10 mois ont regu
10 sessions de tDCS anodique puis 3 injections de BrdU le dernier jour de
stimulation. Elles ont été sacrifiées 24 h aprés la premiére injection, et leur
cerveau a été récupéré. B/ Les données sont présentées selon la zone étu-
diée (dorsale ou ventrale), les deux hémisphéres moyennés. ** p<0.01 et ***
p<0.001 versus Sham ; ### p<0.001 comparé aux souris agées de 2 mois.

Les groupes ont été comparés par une ANOVA répétée (1 facteur intra :
la zone [dorsale ou ventrale| et 2 facteurs inter : le groupe [tDCS ou Sham]|
et I’age de stimulation |2 ou 10 mois]).

Nous avons ainsi pu montrer des interactions groupe x age (ANOVA ré-
pétée : Fq o7y = 14.0; p<<0.001), zone x age (ANOVA répétée : Fq o7) = 30.8;
p<0.001), et zone x groupe (ANOVA répétée : F(y o7y = 4.3; p<0.05).

La prolifération cellulaire diminue quand ’age des souris augmente (figure
10.5), aussi bien dans le groupe Sham que dans le groupe tDCS (NK : p<0.001
2 mois versus 10 mois, quelle que soit la zone et le groupe).

Comme vu ci-avant la stimulation par tDCS augmente le taux de proli-
fération cellulaire chez les souris agées de 2 mois (figure 10.5), a la fois dans
I'hippocampe dorsal (NK : p<0.001 Sham wversus tDCS) et dans 1'hippo-
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campe ventral (NK : p<0.01).

En revanche, bien que chez les souris stimulées a I’age de 10 mois nous
retrouvions une augmentation de la prolifération cellulaire hippocampique
(de 78 £ 31 % dans la zone dorsale, et de 85 + 19 % dans la zone ventrale),
IPANOVA répétée ne permet pas de mettre en évidence un effet significatif
(NK : p>0.05 quelle que soit la zone considérée).

Cependant, en réalisant une ANOVA répétée (groupe x zone), unique-
ment chez les souris stimulées & 1’age de 10 mois, un effet groupe (F(ng) =
5.6; p<0.05) et un effet zone (F(1,12) = 13.1; p<0.01) apparaissent. Nous re-
trouvons alors une différence (non reportée sur la figure 10.5) entre Sham et
tDCS pour la zone dorsale (NK : p=0.05) et la zone ventrale (NK : p<0.01).

10.3 Discussion

Comme décrit dans la littérature, la neurogenese a I’age adulte est impli-
quée dans 'amélioration de certains aspects cognitifs et dans le traitement de
la dépression (certains antidépresseurs favorisant la formation de nouvelles
cellules au niveau de I’hippocampe).

Dans la mesure ot nous avons publié des effets encourageants de la tDCS
sur ces deux paramétres au niveau comportemental, nous avons émis 1’hy-
pothése que Defficacité de cette méthode de stimulation puisse étre liée, au
moins en partie, & une augmentation de la neurogenése au niveau de ’hip-
pocampe des souris adultes. Dans un premier temps, nous avons étudié le
phénomeéne de prolifération cellulaire immédiatement aprés 5 jours de stimu-
lations bi-quotidiennes. Nous montrons ainsi une augmentation de la forma-
tion de nouvelles cellules dans ’hippocampe, ceci aussi bien dans la zone du
gyrus impliquée dans les fonctions cognitives (zone dorsale), que dans celle
reliée & 'état émotionnel (gyrus ventral ; Fanselow et Dong (2010)). Notons
cependant que cet effet de la tDCS est plus fort chez des souris jeunes adultes
(stimulées & 2 mois).

A notre connaissance, il n’existe encore aucune étude publiée faisant état
d’une augmentation de la neurogenese suite a des stimulations répétées par
tDCS anodique.

Il a été montré chez I'animal qu’un traitement chronique par antidépres-
seurs augmente la prolifération cellulaire au niveau de I'hippocampe. Par
exemple, Malberg et al. (2000) ont administré différentes classes d’antidé-
presseurs pendant 1 & 28 jours (inhibiteurs de la monoamine oxydase : tra-
nylcypromine, inhibiteurs de la recapture de la noradrénaline ou de la sé-
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rotonine : réboxétine ou fluoxétine, respectivement) ou un traitement par
électrochocs (0.3 secondes a 50 mA, quotidiennement pendant 10 jours) a
différents groupes de rats males. Les rats ont regu de la BrdU soit avant le
traitement antidépresseur (étude de la survie cellulaire) soit 4 jours aprés le
dernier traitement (étude de la prolifération et de la différenciation cellulaire)
et ont été sacrifiés 1 ou 28 jours aprés. Les auteurs ont ainsi mis en évidence
que le traitement chronique par antidépresseurs médicamenteux ou électro-
chocs augmente la prolifération cellulaire dans le gyrus denté (24 heures aprés
I'injection de BrdU ; augmentation d’environ 20 & 40% pour les médicaments
et d’environ 50% pour 'ECT) et que ces nouvelles cellules survivent (au
moins 28 jours aprés). De plus, ils ont réalisé un phénotypage des nouvelles
cellules, montrant qu’aucun des traitements antidépresseurs n’a d’effet sur la
différenciation cellulaire (pour chaque groupe, y compris le groupe controle,
la proportion était de 75% de neurones pour 13% de cellules gliales, les 12%
restants étant non identifiables)(Malberg et al., 2000).

Notons que Madsen et al. (2000) avaient noté, toujours chez le rat méle,
un effet plus important de 'ECT. Une augmentation du marquage BrdU
dans I’hippocampe était remarquée aprés une unique session d’ECT (si la
BrdU était injectée 3 ou 5 jours aprés; injectée 12 h ou 7 jours aprés, plus
aucun effet significatif n’était relevé) ou aprés un traitement chronique (5
ou 10 séances d’ECT ; traitement & la BrdU pendant 21 jours a partir de la
premiére séance). Cette augmentation pouvait aller jusqu’a +100%.

De maniére intéressante, cet effet sur la prolifération cellulaire a égale-
ment été montré chez des rats males agés de 4 mois ayant recu un traitement
chronique par rTMS haute fréquence (traitement appliqué comme antidé-
presseur; 1 fois par jour pendant 14 jours) et sacrifiés 24 heures aprés la fin
de ce traitement. Un marquage a la BrdU a permis de mettre en évidence une
augmentation de 62% de la prolifération cellulaire chez les animaux traités
par rTMS (Ueyama et al., 2011).

Pour aller plus loin, Tanti et al. (2013) ont montré que différents trai-
tements agissant sur ’humeur entrainent des régulations spécifiques de la
neurogenése. Ainsi parmi les traitements améliorant I’humeur, ’exposition
de souris & un environnement enrichi augmente la prolifération et la survie
cellulaire préférentiellement dans la région septale de leur hippocampe (qui
correspond a la région dorsale, dans notre étude). Un traitement chronique
par fluoxétine en revanche n’affecte ces deux paramétres que dans la partie
temporale (c’est-a-dire ventrale) chez les souris saines (bien que ce méme trai-
tement chez des souris stressées, dont la neurogenése était altérée dans tout
I’hippocampe, rétablit une prolifération et une survie cellulaires normales
aussi bien dans la partie septale que la partie temporale).
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Nos résultats vont dans le méme sens que ces données, et suggérent que
les effets de la tDCS pourraient s’expliquer au moins en partie par une aug-
mentation de la prolifération cellulaire hippocampique (& la fois dans sa par-
tie dorsale et sa partie ventrale). Soulignons cependant qu’il est probable
que le mécanisme d’action de la tDCS différe de celui des antidépresseurs
médicamenteux, tels que la fluoxétine, puisque ces derniers sont actifs immé-
diatement aprés une administration aigué chez le rongeur (Castagné et al.,
2009) et chez la souris saine induisent une prolifération limitée a la partie
ventrale de 'hippocampe (Tanti et al., 2013). Par ailleurs, nos résultats ne
concernent que 1'étude de la prolifération cellulaire, et Tanti et al. (2013)
ont montré que les traitements connus pour affecter 'humeur régulent la
neurogenése differemment en fonction de 1’étape considérée (par exemple,
progéniteur ou neurone post-mitotique immature).

Notre étude n’apporte pas non plus d’éléments expliquant par quel méca-
nisme la tDCS pourrait favoriser la prolifération cellulaire (voire la neuroge-
nése). Une piste a suivre serait celle du BDNF'; ce facteur neurotrophique est
connu pour augmenter la neurogenése, stimulant a la fois la prolifération et la
survie (Binder et Scharfman, 2004). Plusieurs auteurs font le lien entre trai-
tement antidépresseur, neurogenése et BDNF (notamment hippocampique).
Ainsi un traitement chronique par ECT ou par différents antidépresseurs
médicamenteux (dont la sertraline) augmente 'expression du BDNF dans
I'hippocampe chez le rat (Nibuya et al., 1995). Chez le rat (stressé ou non)
également, Bambico et al. (2015) ont montré une augmentation de la proli-
fération cellulaire hippocampique aprés un traitement chronique par stimu-
lation cérébrale profonde (du cortex préfrontal ventromédial) qui pourrait
s’expliquer en partie par une augmentation de l’expression du BDNF (re-
trouvée principalement dans le cortex préfrontal et dans une moindre mesure
dans I’hippocampe). Rappelons par ailleurs que Podda et al. (2016), dans le
cadre d’une étude sur la plasticité synaptique, ont montré chez la souris une
augmentation de 'expression de BDNF dans I'hippocampe aprés une stimu-
lation par tDCS anodique (20 minutes, 0.35 mA) de ’hippocampe gauche.

Dans la lignée de ces études, il sera intéressant d’évaluer si 'impact de
la tDCS sur la prolifération cellulaire hippocampique est liée (au moins en
partie) & une modulation du taux de BDNF dans plusieurs zones cérébrales
(notamment le cortex préfrontal et I'hippocampe).

Une stimulation (0.2 - 0.25 mA, 20 minutes) par courant continu (quelle
que soit la polarité) de tranches d’hippocampe de rat entraine une augmen-
tation de l'expression de Zif268 dans les cornes d’Ammon 1 et 3 (immuno-
histochimie réalisée 6 h aprés la stimulation; Ranieri et al. (2012)). Or ce
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facteur de transcription interviendrait dans la survie des nouvelles cellules
formées dans les zones de neurogenése (Veyrac et al., 2013).

Ces données, en plus des résultats obtenus par Malberg et al. (2000),
nous laissent penser qu’en plus d’augmenter la prolifération cellulaire aprés
quelques jours de stimulation, la tDCS pourrait agir sur la survie de ces cel-
lules par le biais de I'induction de facteurs de transcription (tels que Zif268).
Cet effet de la tDCS fait I'objet d’une étude en cours au laboratoire. Des
souris agées de 8 semaines seront stimulées selon notre protocole habituel ;
comme dans les études présentées ci-avant, trois doses de BrdU (50 mg/kg)
leur seront administrées lors du dernier jour de stimulation, et elles seront
sacrifiées cette fois-ci 3 semaines aprés pour analyse du marquage des cellules
hippocampiques apparues a la fin des stimulations et survivant pendant plu-
sieurs semaines. Un double marquage permettant d’identifier le devenir des
cellules (doublecortine, NeuN) est également prévu. Enfin, les techniques de
marquage des cellules en division par rétrovirus (exprimant des marqueurs
tels que la protéine fluorescente verte) s’avéreraient utiles pour 1'étude de la
morphologie des nouvelles cellules formées (et donc, de la connectivité des
nouveaux neurones a différents stades de leur vie; Zhao et al. (2006)).

S’il est possible de mettre en évidence un effet de la tDCS sur la neuroge-
nése hippocampique, il serait important de réaliser des études visant a déter-
miner si cet effet est nécessaire pour 'action anti-dépressive et pro-cognitive
de ce traitement.

En effet, certains auteurs ont étudié l'effet de traitements antidépresseurs
chez des souris chez lesquelles la neurogenése était bloquée (par exemple
aprés application de rayons X sur I'hippocampe). Santarelli et al. (2003) ont
ainsi montré chez la souris la nécessité d’'une neurogenése pour que deux
classes d’antidépresseurs (fluoxétine et imipramine) agissent sur le compor-
tement dans le test d’inhibition néophobique de la prise alimentaire (Nowvelty-
Suppressed Feeding, NSF). David et al. (2009) ont confirmé que effet com-
portemental de la fluoxétine dans le NSF dépend de la neurogenése; en re-
vanche, leffet de cette méme molécule sur d’autres comportements (notam-
ment dans le test de la nage forcée) semble indépendant de la neurogenése.
Pour citer un dernier exemple, Meshi et al. (2006) ont publié que la neuro-
genése hippocampique n’était pas nécessaire pour observer des conséquences
comportementales (sur I'anxiété et 1'apprentissage spatial) de l'enrichisse-
ment, du milieu chez des souris.

C’est pourquoi une étude complémentaire évaluant les effets comporte-
mentaux de la tDCS chez des souris traitées de maniére & inhiber la neuro-
genése sera a réaliser.
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En conclusion, 'application d’un traitement chronique par tDCS chez la
souris augmente la prolifération cellulaire au niveau du gyrus denté, comme
ce qui a été montré pour différents traitements antidépresseurs (médicamen-
teux ou par stimulations cérébrales). Le fait que nos principaux effets com-
portementaux (notamment liés & la dépression et a la mémoire) apparaissent
plusieurs semaines apreés la fin des stimulations est par ailleurs cohérent avec
I’hypothése que les effets de la tDCS s’expliquent au moins en partie par une
augmentation du nombre de nouveaux neurones dans I’hippocampe.

Les études complémentaires qui seront menées dans ce cadre permettront
d’apporter de nouveaux éléments et de confirmer I'implication de la neuroge-
nése dans les effets de la tDCS, ou d’ouvrir de nouvelles pistes de réflexion.
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11 Etude 3 : tDCS et
vulnérabilité aux drogues

[’addiction est un « processus dans lequel est réalisé un comportement
qui peut avoir pour fonction de procurer du plaisir et de soulager un ma-
laise intérieur, et qui se caractérise par ’échec répété de son controle et sa
persistance en dépit des conséquences négatives » (Goodman, 1993).

Si par le passé cette pathologie n’était pas reconnue, voire considérée
comme un simple trait de caractére (manque de volonté), aujourd’hui elle
fait I'objet d’une définition caractérisée par des critéres précis dans le ma-
nuel diagnostique et statistique des troubles mentaux (DSM-V, American
Psychiatric Association (2013)).

Son traitement est complexe car 'addiction implique & la fois des modi-
fications biologiques au niveau cérébral et des problémes psychologiques et
socio-environnementaux.

Pour une addiction & une substance chimique (tabac, alcool ou cocaine,
par exemple), la cure vise d’abord la diminution ou I’abstinence de consom-
mation de cette substance (sevrage). Ce sevrage peut étre facilité par ’ad-
ministration d’un traitement de substitution (tels que la méthadone ou le
subutex comme substitution aux opiacés) et s’accompagner d’une psychothé-
rapie, mais il n’existe pas a ce jour d’intervention ayant démontré une réelle
efficacité sur le long terme pour éliminer les risques de rechute. Par ailleurs,
les médicaments s’accompagnent souvent d’effets indésirables. Ainsi il appa-
rait intéressant de développer de nouvelles stratégies, complémentaires aux
traitements actuels, qui pourraient aider les sujets dépendants & s’affranchir
de leur addiction.

11.1 Mode d’action des drogues

Les drogues d’abus ont des propriétés renfor¢antes (renforcement positif :
la fréquence d’apparition d’un comportement augmente du fait de 'obtention
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d’un stimulus appétitif; renforcement négatif : la fréquence d’un comporte-
ment augmente du fait de 'arrét d’un stimulus - par exemple, les symptomes
de sevrage agissent comme des renforgateurs négatifs) qui sont a Uorigine du
maintien de la consommation. Elles augmentent le taux de dopamine dans
le circuit mésocorticolimbique (circuit qui part de 'aire tegmentale ventrale,
et innerve notamment le noyau accumbens, le cortex frontal et 'amygdale ;
schéma 11.1; Feltenstein et See (2008)).

Toutes les substances psychoactives ont pour point commun d’agir en
augmentant la concentration de dopamine extracellulaire de maniére directe
ou indirecte. Ainsi, comme illustré dans le schéma 11.1, la nicotine se lie &
ses récepteurs sur les neurones dopaminergiques; les opioides se fixent sur les
neurones GABAergiques dans 'aire tegmentale ventrale, inhibant la libéra-
tion de GABA (neurotransmetteur inhibiteur) et augmentant ainsi 'activité
des neurones dopaminergiques. L’alcool agit a plusieurs niveaux, modulant
d’une part la conductance ionique médiée par le GABA et le glutamate dans
I’aire tegmentale ventrale et inhibant d’autre part une enzyme de dégradation
de la dopamine, la monoamine oxydase, dans le noyau accumbens (condui-
sant a 'augmentation de la concentration de dopamine). Les amphétamines
agissent a la fois en augmentant la libération de dopamine et, & l'instar de la
cocaine, en bloquant sa recapture.

La dopamine libérée active le circuit de la récompense, entrainant une
sensation de plaisir et modifiant 1’état de conscience; la prise répétée de
drogues entraine des modifications de ce circuit, conduisant & un fonctionne-
ment anormal et a la dépendance.
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FIGURE 11.1 — Schéma simplifié du circuit de la récompense (cerveau de
rongeur) et des sites d’action de plusieurs drogues d’abus. PFC : Cortex
préfrontal ; Hipp : hippocampe; VTA : aire tegmentale ventrale; LH : hy-
pothalamus latéral; Amy : amygdale; NAc : noyau accumbens. Adapté de
Russo et Nestler (2013).

Notons que la consommation occasionnelle de substance addictive est a
distinguer de la perte de controle menant a la recherche compulsive de drogue
qui caractérise I'addiction. Par exemple en ce qui concerne 'alcool, si 51 %
des américains agés de plus de 12 ans en consomment réguliérement, seuls
7.7 % sont diagnostiqués dépendants (Koob et Volkow, 2010).

On peut aussi définir trois principales étapes dans le phénoméne d’ad-
diction : intoxication (consommation), sevrage (effet négatif), et anticipation
(craving). Ces étapes font intervenir des circuits spécifiques (figure 11.2) qui
ont été identifiés grace aux études chez I’animal et en imagerie chez I'Homme
(Koob et Volkow, 2010).
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Intoxication

- Striatum ventral (euphorie, récompense)
- Striatum dorsal

- Globus pallidus

- Thalamus

- Amygdale étendue (état émotionnel négatif)
- Striatum ventral (diminution récompense)

Anticipation

- Cortex cingulaire, préfrontal médian et
orbitofrontal (fonctions exécutives)

- Amygdale (renforcement conditionné)
- Hippocampe (information contextuelle)

FIGURE 11.2 — Schéma des trois étapes de 'addiction et des zones cérébrales
associées. La premiére étape, I'intoxication, implique le striatum ventral (VS)
et dorsal (DS) ainsi que le globus pallidus (GP) et le thalamus (Thal). La
deuxiéme étape, le sevrage, fait intervenir 'amygdale étendue (AMG), com-
prenant aussi le noyau de la strie terminale (BNST) et le noyau accumbens
(dans le VS). La troisiéme étape, I'anticipation, engage le traitement d’infor-
mations dans 'amygdale basolatérale et 'hippocampe (Hippo), ainsi que le
controle exécutif par les zones corticales (cortex préfrontal médian (mPFC),
cingulaire antérieur (AC) et cortex orbitofrontal (OFC)). Adapté de Koob et
Volkow (2010).

Il existe d’autres modéles décrivant I’addiction, tels que celui de ’incentive
salience qui contrairement au précédent, fait la distinction entre recherche et
consommation de drogue. Ce modéle soutient I’hypothése que la poursuite
d’un but n’est pas obligatoirement proportionnelle au plaisir ressenti lors de
la consommation. Il existe ainsi deux réseaux neuronaux différents entre 1’hé-
donicité (liking) et la motivation (wanting). Deux hotspots seraient impliqués
dans ’hédonicité : un dans le quart rostrocaudal de la coquille médiale du
noyau accumbens, et un dans la moitié postérieure du pallidum ventral. La
motivation serait médiée par des substrats cérébraux plus largement distri-
bués et plus faciles a activer (ce qui expliquerait que 1’on puisse désirer une
récompense sans 'aimer autant) (Berridge et al., 2009).
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11.2 La tDCS et la consommation de drogues

Comme nous 'avons vu dans I'introduction générale (section 2.1.3), plu-
sieurs études sur les effets de la stimulation transcrinienne non invasive ont
montré des effets bénéfiques chez certains patients dépendants & des sub-
stances.

Alinsi, rappelons que en ce qui concerne le tabac, Fregni et ses collabora-
teurs ont observé qu'une unique session de stimulation anodique du CPFDL
(droit ou gauche) conduit & une réduction immédiate du craving (Fregni
et al., 2008a), impact renforcé et accompagné d’une réduction du nombre
de cigarettes fumeées aprés la répétition des sessions de stimulation (Boggio
et al., 2009b) chez des fumeurs dépendants (n’ayant pas fumeé depuis 1 h 30),
ceci pendant plusieurs jours (Fecteau et al., 2014). Chez des fumeurs absti-
nents depuis la veille, une stimulation anodique du CPFDL gauche diminue
les affects négatifs (Xu et al., 2013) et le nombre de cigarettes fumées jusqu’a
30 minutes aprés la stimulation (Falcone et al., 2015).

Ces effets ne semblent pas spécifiques du tabagisme, puisqu’une stimu-
lation unilatérale (anode a gauche) ou bilatérale du CPFDL entraine une
réduction du craving pour I'alcool chez des patients alcoolo-dépendants (Bog-
gio et al., 2008¢) ou grands buveurs (den Uyl et al., 2015). La répétition des
sessions de stimulation aurait les mémes effets en plus d’une diminution de
scores de dépression (da Silva et al., 2013), ou une facilitation de I’absti-
nence pendant au moins 6 mois accompagnée d’une amélioration percue de
la qualité de vie (Klauss et al., 2014). Les études sur les drogues illégales sont
moins nombreuses, mais la stimulation par tDCS pourrait aussi entrainer des
améliorations, telles qu'une diminution du craving pour la marijuana (Bog-
gio et al., 2010) ou pour la cocaine (Batista et al., 2015) aprés stimulation
bilatérale du CPFDL.

Bien que les résultats des essais cliniques se révélent encourageants,
les mécanismes physiologiques qui sous-tendent les effets bénéfiques
de la tDCS restent mal connus. Les études présentées dans ce chapitre
portent sur I’évaluation dans notre modéle animal des effets de la
tDCS sur la vulnérabilité aux drogues (nicotine, alcool, cocaine), mais
également sur la recherche des zones cérébrales impliquées.
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11.3 Effets de la tDCS chez des souris exposées
a la nicotine pendant I’adolescence

L’adolescence est une période de vulnérabilité face aux drogues, puisque
Iexpérimentation et le début de consommation réguliére de produits psy-
choactifs (notamment tabac et alcool) ont souvent lieu avant la majorité. La
plupart des patients dépendants adultes déclarent d’ailleurs une initiation
durant les premiéres années de ’adolescence.

Or, I'adolescence constitue aussi une période critique pour le développe-
ment cérébral, durant laquelle se produit une réorganisation fonctionnelle et
neuroanatomique du cerveau. Cette période de transition peut expliquer la
plus grande propension des adolescents a avoir des comportements a risque,
notamment du fait qu'un systéme dit "bottom-up”, qui exprime une réactivité
exacerbée aux stimuli motivationnels, apparait tot dans le développement,
en n’étant contrebalancé que tardivement par le renforcement d’un systéme
dit "top-down”, qui exerce un controéle cognitif. Ce déséquilibre augmente la
propension aux comportements a risque et cause une plus forte sensibilité
aux effets des drogues (Casey et Jones, 2010).

Suite & nos premiers résultats sur les comportements associés a la dépres-
sion et a la préférence pour la nicotine chez des souris "naives" (dans le sens
ou elles n’avaient jamais été exposées a une drogue et n’avaient pas un com-
portement caractéristique d’une pathologie psychiatrique; chapitre 9), nous
avons voulu tester lefficacité d’un traitement par tDCS chez des souris ayant
subi une exposition chronique a la nicotine pendant 1’adolescence.

En effet, Iniguez et al. (2009) ont montré chez le rat qu’un tel traitement
a Padolescence (mais pas chez Padulte) entraine un état similaire a la dé-
pression et a l'anxiété a 'age adulte. Un traitement antidépresseur permet
cependant de normaliser ces comportements. De maniére intéressante, une
réexposition a la nicotine aussi, ce qui pourrait favoriser le maintien de la
consommation de nicotine a ’age adulte.

Nous avons donc cherché, dans un premier temps, & reproduire ces effets
délétéres de 'exposition a la drogue pendant ’adolescence dans notre modéle
murin, et & tester l'efficacité de la tDCS sur les troubles provoqués par ce
traitement a 1’age adulte.
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11.3.1 La tDCS aprés une prise chronique de nicotine a
I’adolescence

L’étude présentée ici fait I'objet de la deuxiéme partie de article pré-
senté en annexe B (Pedron et al., 2014). Des souris adolescentes (4 semaines,
McCutcheon et Marinelli (2009)) ont regu deux injections par jour de ni-
cotine (1 mg/kg) ou de solvant (NaCl) pendant 14 jours. Ce traitement a
été suivi de la chirurgie puis de sessions répétées de stimulations anodiques
ou sham & P’age de 8 semaines (jeunes adultes). 3 groupes ont été formés :
Veh-Sham (N = 10), Nic-Sham (N = 9) et Nic-tDCS (N = 10). Deux séries
de tests comportementaux ont été réalisés, a 3 jours puis 3 semaines apres
les stimulations.

Le protocole ainsi que les principaux résultats obtenus sont représentés
dans la figure 9.2.
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FIGURE 11.3 — Résumé de I'article n°1, partie 2. A/ Protocole expérimental.
EPM : labyrinthe en croix surélevée ; FST : test de la nage forcée ; Nic-CPP :
préférence de place conditionnée par la nicotine ; Veh-Sham : souris traitées
au solvant pendant I’adolescence et par stimulations inactives a I’age adulte ;
Nic-Sham ou Nic-tDCS : souris traitées a la nicotine pendant ’adolescence et
par stimulations inactives ou anodiques, respectivement, a I’age adulte. B/
Principaux résultats obtenus. * p<<0.05 et ** p<0.01 versus groupe indiqué;
$ p<0.05, %% p<0.001 versus 0 % (symbolisé par la ligne rouge).

La premiére remarque que I'on peut faire est que le traitement chronique
a la nicotine pendant ’adolescence a induit un comportement de type dé-
pressif (ANOVA a mesures répétées : effet groupe F(9 6= 4.66, p<0.05), les
souris Nic-Sham passant plus de temps immobile dans le FST (NK : p<0.05
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comparé aux Veh-Sham). Les souris Nic-tDCS ont cependant un compor-
tement similaire & celui des souris n’ayant jamais été exposées a la drogue
(NK : p<0.05 versus Nic-Sham et p = 0.51 versus Veh-Sham). Ces effets
sont relevés, comme dans notre premiére étude, trois semaines aprés la fin
des stimulations.

La nicotine induit une préférence de place chez les souris Veh-Sham
(p<<0.05 wersus 0 %). Cet effet est augmenté chez les Nic-Sham (ANOVA :
effet groupe F(326)= 5.21, p<<0.05; NK : p<<0.05 versus Veh-Sham. p<0.001
versus 0 %). Mais la tDCS rétablit un comportement normal, avec une pré-
férence de place (p<<0.05 versus 0 %) significativement réduite (NK : p<0.01
versus Nic-Sham) et non différente des Veh-Sham.

11.3.2 Discussion

Nos résultats présentés ici montrent que notre protocole de stimulations
répétées du cortex frontal gauche réduit, chez la souris, les troubles com-
portementaux observés aprés une exposition chronique a la nicotine pendant
I’adolescence.

Comme observé par Iniguez et al. (2009) chez le rat, un traitement a
la nicotine pendant ’adolescence induit chez la souris un comportement de
type dépressif & Page adulte (aprés sevrage forcé). En outre, ce traitement
augmente l'expression de la préférence de place conditionnée par la nicotine.
Or il a été mis en évidence que des épisodes de dépression augmentent les
risques de passer d’'une consommation de tabac a une réelle dépendance, et
diminuent les chances de réussir a arréter (Breslau et al., 1993 ; Covey et al.,
1990).

Iniguez et al. (2009) ont observé que administration d’un traitement
antidépresseur annule ces effets de la nicotine. Notre traitement par tDCS
induit un effet antidépresseur au bout de trois semaines, et en outre permet
d’annuler 'effet délétére du traitement a la nicotine dans le test de préférence
de place conditionnée.

Ces résultats laissent a penser que la tDCS pourrait constituer une aide
au sevrage tabagique. Ils corroborent ceux observés chez 'Homme ; chez des
fumeurs, des sessions répétées de tDCS peuvent diminuer le craving pour le
tabac ou encore le nombre de cigarettes fumées (Boggio et al., 2009b). Notre
étude chez 'animal confirme donc le potentiel de la tDCS comme aide a la
cessation du tabagisme, et a la diminution du risque de rechute chez des
fumeurs abstinents. Ceci wia la réduction de V'effet appétitif de la nicotine,
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et de l'effet négatif de I'abstinence sur I’humeur.

11.4 Effets de la tDCS sur la consommation
d’alcool (en collaboration avec le GRAP)

L’usage nocif de 'alcool est un probléme majeur de santé public en cela
qu’en plus du risque de développer une dépendance, I’alcool est un important
facteur de risque pour plusieurs centaines de maladies telles que la cirrhose du
foie ou certains cancers. En 2012, FOMS (ou WHO pour World Health Orga-
nization) estime & 3.3 millions le nombre de décés dans le monde imputables
a une consommation abusive d’alcool (WHO, 2014).

La thérapie contre l’alcoolo-dépendance, comme pour les autres addic-
tions, consiste actuellement a viser le sevrage ou une baisse de la consomma-
tion et éviter les rechutes. Afin d’y parvenir, les thérapeutes peuvent pres-
crire des médicaments diminuant les symptomes de sevrage (par exemple,
des anxiolytiques), ou des traitements réduisant I’envie de consommer (e.g.
naltrexone, acamprosate...). Parmi les nouveaux traitements actuellement
étudiés, le bacloféne et I’Alcover® semblent particuliérement efficaces pour
faciliter le sevrage (le premier bénéficiant d’une autorisation temporaire d’uti-
lisation, et le second d’une autorisation de mise sur le marché en Italie et en
Autriche).

Comme vu en introduction, plusieurs équipes de chercheurs se sont inté-
ressées a la tDCS (la structure ciblée étant le cortex préfrontal dorsolatéral)
pour aider les patients alcoolo-dépendants a se sevrer et a éviter les rechutes
(Boggio et al., 2008¢ ; den Uyl et al., 2015 ; da Silva et al., 2013).

Dans cette optique et aprés avoir montré des effets encourageants de la
tDCS sur 'effet renforcateur de la nicotine chez la souris, nous avons cherché
a vérifier si notre protocole de stimulation pouvait diminuer I'effet renforca-
teur d’autres drogues, telles que I'alcool. Nous avons mené quatre études dont
deux en collaboration avec I’équipe du Pr. Naassila au sein du Groupe de Re-
cherche sur 1’Alcool et les Pharmacodépendances (GRAP INSERM ERI 24,
Amiens). Ce laboratoire est hautement spécialisé en recherche sur 'addiction
a 'alcool et sur la maladie alcoolique du foie, et a notamment pu mettre en
place un modéle animal d’addiction a 1’alcool unique en France.

11.4.1 tDCS et consommation spontanée d’éthanol

Dans une premiére étude, nous avons cherché a évaluer la consommation
d’alcool par voie orale des souris quand une solution d’éthanol (diluée 4 5 %
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dans I’eau de boisson) leur était proposée en libre choix avec de I'eau.

Cette étude a été menée sur un groupe de souris ayant recu des stimula-
tions par tDCS active ou sham, puis des injections répétées d’alcool (2 g/kg,
quotidiennement pendant 2 semaines) pour mettre en place un protocole de
sensibilisation locomotrice (résultats non présentés puisque ce test a été de
nouveau fait en collaboration avec le GRAP; Cf. 11.4.4). Le test de libre
choix a été effectué sur 2 semaines, 8 semaines aprés la fin des stimulations
(figure 11.4 A).
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E Sessions tDCS Injections quotidiennes Libre choix
© ou Sham Alcool 2g/kg Eau vs Alcool 5 %
/ / >
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FIGURE 11.4 — A/ Protocole expérimental et B/ résultats obtenus chez des
souris ayant accés a de I’éthanol 5 % en libre choix avec de 'eau (en quantité
consommée en g/kg/jour, a gauche, et en score de préférence (%) comparé a
I’eau, a droite.

Les souris ont consommé 12 & 18 % de solution alcoolisée (par rapport a
leur consommation totale de fluide), soit environ 1g/kg d’éthanol chaque jour.
Ces valeurs correspondent & celles relevées par Legastelois et al. (2014) (pour
des boissons contenant 3 & 6 % d’éthanol) chez la souris Swiss femelle. Un
effet du temps est relevé (ANOVA a mesures répétées : effet temps F 5 70)=
0.24, p<0.05), mais aucun effet significatif de la tDCS n’a été noté (effet
groupe F(i 14— 0.42, p>0.05; effet temps x groupe F(570)— 0.85, p>0.05;
figure 11.4 B).
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11.4.2 tDCS et préférence de place conditionnée par
I’éthanol

Nous avons par la suite évalué 'impact de notre protocole de stimulations
répétées sur la préférence de place conditionnée pour ’éthanol, ceci pour deux
doses.

Cette étude a été menée sur 4 groupes de souris stimulées par tDCS
active ou sham, puis réalisant le test comportemental soit 4 semaines (dose
de 1 g/kg), soit 5 semaines (dose de 2 g/kg) aprés (figure 11.5 A).
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FIGURE 11.5 — A/ Protocole expérimental et B/ résultats obtenus dans le
test de préférence de place conditionnée par 1’éthanol. Sham-1 ou tDCS-1 :
souris ayant recu les stimulations sham ou anodiques, puis réalisant le CPP
pour une dose d’éthanol de 1 g/kg 4 semaines aprés. Sham-2 ou tDCS-2 :
souris ayant recu les stimulations sham ou anodiques, puis réalisant le CPP
pour une dose d’éthanol de 2 g/kg 5 semaines aprés. ® p<0.05, %% p<0.01
versus 0 % (représenté par une barre rouge sur I’histogramme).

Quel que soit le groupe, les souris ont exprimé une préférence de place
conditionnée (p<0.05 et p<0.01 versus 0 % pour les doses de 1 ou de 2 g/kg,
respectivement). Une ANOVA factorielle ne révéle d’effet ni de la dose (effet
dose : F(130= 2.9, p>0.05) ni de la tDCS (effet groupe F(; 30— 0.26; effet
dose x groupe F(; 30)= 0.77, tous deux p>0.05; figure 11.5 B).
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11.4.3 tDCS et rechute en auto-administration

Dans le cadre de notre collaboration avec le GRAP, je me suis rendue en
stage & Amiens ot nous avons évalué 'impact de la tDCS dans le test d’auto-
administration, qui permet d’évaluer plusieurs critéres associés a I'addiction
chez le rongeur (Deroche-Gamonet et al., 2004).

Pour étudier cette question, nous avons mis en place le protocole suivant
(figure 11.6 A)) :

— Libre choix : pour les habituer au gotit de I'alcool, 54 souris Swiss ont
eu accés en libre choix (a animalerie) a deux biberons, I'un contenant
de l'eau et 'autre une solution d’alcool dont la concentration a été
augmentée progressivement (6, 10, puis 20 %) sur deux semaines

— Auto-administration : pendant 6 semaines, les souris ont appris a four-
nir un travail selon un ratio fixe (FR1 ou FR2 : 1 ou 2 nose-pokes) pour
obtenir une dose d’alcool (Cf. matériel et méthodes, section 6.5.3);

— Stimulations transcraniennes : les 22 plus "grandes buveuses" (souris
ayant demandé le plus grand nombre de doses d’alcool en FR2 lors de
I'étape précédente) ont été sélectionnées, ont subi la chirurgie, et un
traitement par stimulations sham ou anodiques;

— Extinction du comportement d’auto-administration : a la fin des sti-
mulations les souris ont été replacées dans le dispositif, mais sans accés
a I'alcool quel que soit le travail fourni. Cette phase a été maintenue
jusqu’a ce que les souris atteignent un niveau bas et stable de nose-
pokes dans la fenétre active (soit 4 semaines);

— Rechute : Afin de déclencher la reprise du comportement de recherche
d’alcool (nose-pokes), une dose (en libre acces) a été donnée aux sou-
ris en début de session d’auto-administration, puis leur comportement
a été mesuré sur une session classique en FR2. La ré-acquisition du
comportement d’auto-administration a ainsi été mesurée pendant 2 se-
maines.
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FIGURE 11.6 — A/ Protocole expérimental. Les souris ont été habituées au
gotit de I'alcool (libre choix) puis au dispositif d’auto-administration pendant
6 semaines. Les 22 plus grandes buveuses ont été sélectionnées et réparties
dans les groupe Sham ou tDCS. FR1, FR2 : ratio fixe de 1 ou 2. B/ Principaux
résultats obtenus dans le test d’auto-administration d’éthanol au cours des
sessions d’extinction et de rechute. * p<0.05, ** p<0.01 versus Sham.

Avant traitement par tDCS, les 22 souris réalisant le plus de nose-pokes
ont été sélectionnées. Elles ont été placées en sevrage forcé (pas de session
d’auto-administration pendant les deux semaines d’opération et tDCS), puis
ont subi une extinction du comportement opérant.

De maniére générale, nos résultats montrent une diminution de la consom-
mation d’alcool chez les souris ayant requ la tDCS (ANOVA a mesures répé-
tées sur les sessions S21 a 526 : effet groupe F (1 90)= 5.66, p<<0.05). L’analyse
post-hoc de Newman-Keuls montre une différence significative entre les deux
groupes pendant les deux semaines de rechute (S25 et S26), les souris tDCS
fournissant significativement moins de demandes pour obtenir de ’alcool que
les souris Sham (NK, p<0.05; figure 11.6 B).
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11.4.4 tDCS et sensibilisation locomotrice & I’éthanol

Toujours dans le cadre de notre collaboration avec le GRAP, nous avons
testé I'impact de la tDCS sur la sensibilisation aux effets locomoteurs de
I’éthanol. Rappelons que la sensibilisation comportementale décrit, aprés un
traitement chronique, une réponse de plus en plus intense a4 une administra-
tion de drogue.

Nous avons testé la sensibilisation locomotrice a I’éthanol chez des souris
Swiss et des souris DBA/2J, ces derniéres ayant été choisies pour leur forte
propension a la sensibilisation a 1’éthanol (Phillips et al., 1994 ; Melon et
Boehm, 2011).

Dans cette étude :

— les souris ont d’abord suivi le protocole de sensibilisation locomotrice,

avec un groupe controle par souche (sans injection d’éthanol);

— le score de sensibilisation de chaque souris a été calculé;

— les souris ont ensuite subi la chirurgie, et un traitement par stimula-
tions sham ou anodiques pour atteindre les effectifs décrits ci-aprés
(figure 11.7 A);

— puis elles ont subi 5 challenges (5 injections d’éthanol séparées d’une
semaine d’intervalle), le premier 1 semaine aprés la fin des stimulations
(soit aprés 3 semaines sans alcool).

Pour commencer, deux profils ont été définis pour chaque souche a partir
du score de sensibilisation (section 6.5.4) : profil Résistant (R) & la sensibilisa-
tion (pas d’augmentation de l'activité locomotrice entre la premiére injection
d’éthanol et la dixiéme) ou Sensibilisé (S, augmentation significative au cours
des injections). Comme décrit dans la littérature, la sensibilisation a été plus
importante chez les souris DBA (8 résistantes pour 19 sensibilisées) que chez
les Swiss (16 résistantes pour 14 sensibilisées). A la suite de l'induction de la
sensibilisation (injection quotidienne d’éthanol), les souris ont été opérées et
réparties équitablement dans les groupes Sham ou tDCS. Les injections dites
"Challenge" (expression de la sensibilisation) ont commencé deux semaines
aprés les stimulations (figure 11.7 A).
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FIGURE 11.7 — A/ Protocole expérimental débutant par une induction de
la sensibilisation (I 1 a I 10) & I’éthanol. Les souris ont été classées selon
leur profil (R : Résistante ou S : Sensibilisée) puis opérées et traitées par
stimulations actives ou Sham (4 groupes par souche : R-Sham, R-tDCS, S-
Sham, S-tDCS). Elles ont alors regu 5 injections d’éthanol espacées d’une
semaine (Challenge, C 1 & C 5). B/ Résultats obtenus pour l'induction de
la sensibilisation et le challenge 3. La ligne en pointillés représente 1’activité
locomotrice a T 1 pour chaque groupe. C/ Table récapitulant les différences
significatives entre chaque challenge et I 1 pour chaque groupe. # p<0.05,
## p<0.01 et ### p<0.001 versus I 1.
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Souris Swiss : une ANOVA a mesures répétées (facteur intra : injections
(I1,110,et C1aC5); facteurs inter : caractéristique (R ou S) et groupe :
tDCS ou Sham) montre une interaction injections x caractéristique (F g 156 =
4.33; p<0.001)), sans effet du groupe.

Les souris Sham résistantes ne voient jamais leur activité locomotrice
augmenter au cours des différents challenges. En revanche, les souris R-tDCS
expriment une augmentation significative de leur activité locomotrice en ré-
ponse a I’éthanol lors des challenges 2, 3 et 4 (NK : p<0.05; figure 11.7 B,
C).

Les souris déterminées comme sensibilisées quant a elles continuent a ex-
primer une activité locomotrice plus élevée (que lors de le premiére injection)
en réponse aux cinqg challenges effectués quel que soit leur groupe.

Souris DBA : Une ANOVA a été réalisée bien que leffectif des DBA
résistantes soit faible ; nos résultats statistiques devront donc étre nuancés.
L’ANOVA (mémes facteurs que précédemment) montre une interaction injec-
tions x caractéristique (F g 138)= 7.09; p<0.001), et une interaction injections
x groupe (F(5138= 2.42; p<0.05).

Comme chez la souche Swiss, les souris R-Sham ne voient jamais leur acti-
vité locomotrice augmenter au cours des différents challenges (NK : p=>0.05).
A T'inverse, les R-tDCS expriment une activité locomotrice plus élevée (qu’a
I 1) en réponse a I’éthanol lors des challenges 2 et 3 (NK : p<0.05; figure
11.7 B, C).

Enfin, chez les DBA non plus la tDCS n’a pas d’impact sur le comporte-
ment des souris sensibilisées.

Nos résultats révélent donc qu’un traitement par tDCS anodique sur des
souris sensibilisées a I’éthanol ne corrige pas leur réponse locomotrice exa-
cerbée.

En revanche, ce traitement chez des souris résistantes a pour effet de
provoquer une augmentation de leur réponse locomotrice en réponse a une
injection d’éthanol (aux alentours de 3 semaines aprés les stimulations). Il
reste cependant délicat de parler d’apparition d’une sensibilisation, puisque
cet effet ne semble pas perdurer.
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11.4.5 Discussion

La tDCS ne semble pas modifier la consommation spontanée et
Peffet appétitif de 1’éthanol chez la souris

Nos premiéres études ont porté sur la consommation spontanée d’alcool
ou l'effet appétitif de cette drogue chez la souris Swiss. Nos résultats semblent
indiquer que la tDCS n’a pas d’effet sur ces paramétres comportementaux ;
cependant, plusieurs limites sont a relever.

Tout d’abord, nous avons effectué ces tests chez la souris Swiss, cette
souche n’étant pas caractérisée comme étant une "grande buveuse" contrai-
rement a d’autres souches telles que les souris consanguines des familles
C57/C58 (Yoneyama et al., 2008).

Ensuite, pour des raisons techniques, ces deux études ont été réalisées de
4 a 6 semaines apres la fin des stimulations. Afin de pouvoir définitivement
conclure & une absence de bénéfice de la tDCS, il sera important de réaliser
des tests plus tot aprés le traitement.

Enfin, en ce qui concerne le test de consommation spontanée d’alcool,
notons que nous avons utilisé une dose d’alcool n’induisant pas une forte
consommation chez les souris Swiss, ni en pourcentage de consommation,
ni en quantité d’alcool pur ingéré. Les valeurs que nous avons relevées sont
concordantes a celles retrouvées dans la littérature (Legastelois et al., 2014),
et il sera intéressant de vérifier si un effet de la tDCS apparait pour des
doses incitant a une plus forte consommation (boisson contenant 10 ou 20 %
d’éthanol). De méme, I’étude pourra étre menée sur un modeéle d’exposition
intermittente & 'alcool (alcool présenté & la place de I'eau pendant plusieurs
heures, de nuit, durant une période définie). Il a été montré que ce type
d’exposition, chez la souris C57BL/6J notamment, permet de faire atteindre
aux animaux une concentration d’éthanol dans le sang suffisante pour que
'alcool ait des effets physiologiques et/ou comportementaux (contrairement
au test de libre choix, qui ne permet en général pas d’atteindre ces niveaux
d’éthanol sanguin ; Rhodes et al. (2005)).

En paralléle, il sera intéressant d’étudier 'effet de la tDCS chez des sou-
ris exposées & de fortes doses d’alcool pendant leur adolescence (modéle qui
cherche a reproduire le phénoméne de "binge drinking”, ou "biture express").
En effet, il a été montré que ce mode de consommation d’alcool pendant
I’adolescence constitue un facteur de risque de développer une consomma-
tion abusive d’alcool, y compris chez le rat (avec une augmentation de la
consommation d’alcool en libre-choix et de la motivation & s’en procurer
dans un test d’auto-administration, Alaux-Cantin et al. (2013)).
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La tDCS diminue la consommation d’éthanol dans le test d’auto-
administration

Le principal objectif de notre collaboration avec le GRAP était d’étudier
I'impact de la tDCS sur le comportement de souris dans un test d’auto-
administration d’éthanol.

Nos résultats indiquent qu’a la suite d’un sevrage forcé d’alcool (avec ex-
tinction du comportement d’auto-administration), les animaux stimulés par
tDCS présentent une ré-acquisition significativement plus faible du compor-
tement d’auto-administration d’alcool lorsque la substance est a nouveau
disponible.

Ceci vient appuyer des résultats publiés chez 'Homme qui montrent
qu'une ou plusieurs sessions de tDCS anodique au niveau du cortex pré-
frontal dorsolatéral réduit I'envie impérieuse de consommer de 1’alcool chez
des patients alcoolo-dépendants abstinents depuis plus ou moins longtemps
(Boggio et al., 2008¢ ; da Silva et al., 2013). Si Klauss et ses collaborateurs
n’ont pas retrouvé ces effets sur le craving, ils ont en revanche pu montrer une
réduction du risque de rechute aprés des sessions répétées de tDCS bilatérale
sur le CPFDL (Klauss et al., 2014). Ces études, ainsi que nos résultats, sug-
gérent que la tDCS pourrait se révéler particulierement bénéfique chez des
patients alcoolo-dépendants sevrés a risque de rechute.

D’autres tests doivent étre réalisés afin de confirmer les effets bénéfiques
de la tDCS comme aide au sevrage pour les sujets dépendants. Les résul-
tats présentés ici ont été obtenus sur une population de souris caractérisées
comme « grandes buveuses ». Il serait désormais intéressant de vérifier si la
tDCS a un effet bénéfique sur les différents parameétres évalués par le test
d’auto-administration sur une population d’animaux rendus dépendants par
inhalation chronique de vapeurs d’alcool (Aufrére et al., 1997), modéle qui
est mis en place au sein du GRAP.

Par ailleurs, nos résultats concernent les 6 semaines suivant les stimula-
tions. Il serait important de vérifier sur quelle durée s’inscrivent ces effets, et
si une ou plusieurs stimulations ultérieures permettraient de les prolonger.

L’effet de la tDCS sur la sensibilisation comportementale

En ce qui concerne le test de sensibilisation locomotrice, nous obtenons
une augmentation de la réponse a I'éthanol aprés des sessions répétées de
tDCS. En effet, chez les souris résistantes, la tDCS induit une augmentation
de lactivité locomotrice consécutive a une injection de drogue. Cette aug-
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mentation est temporaire (puisque n’est retrouvée que dans les deux a quatre
semaines aprés la tDCS, et pas aprés), alors que la sensibilisation est censée
étre un phénomeéne pouvant durer des mois voire plus d’un an. Ceci souléve
plusieurs points intéressants.

De prime abord ce résultat semble contredire les études publiant des ef-
fets bénéfiques de la tDCS chez des patients alcoolo-dépendants; en effet,
la sensibilisation comportementale refléterait des modifications neuronales
aboutissant a des comportements exacerbés de recherche de drogue.

Robinson et Berridge, les auteurs qui ont proposé la théorie de la sensi-
bilisation incitatrice en 1993, exposent cependant que la sensibilisation des
circuits cérébraux impliqués dans le désir pour la drogue peut apparaitre sans
modification des circuits impliqués dans les effets liés a I’hédonicité (plaisir,
effets agréables des drogues) (Robinson et Berridge, 1993, 2001). Ceci appuie
le fait que le plaisir 1ié¢ a la drogue n’augmente pas forcément (voire diminue
pour une méme dose : phénoméne de tolérance) au fil des expositions.

Le deuxiéme point & soulever est qu’il a été indiqué a plusieurs reprises
chez la souris que celles consommant le plus d’éthanol (quand proposé en
libre choix) étaient aussi les moins vulnérables au développement d’une sen-
sibilisation locomotrice a I’éthanol. Ceci a notamment été démontré par Le-
gastelois et al. (2014) chez la souris Swiss; les auteurs émettent ’hypothése
que l'augmentation de la réponse aux effets stimulants de ’éthanol (sensibi-
lisation) conduit & une diminution de la consommation de cette drogue qui
pourrait étre un facteur protecteur contre une prise excessive d’alcool. Selon
ces auteurs, la résistance a la sensibilisation serait au contraire un facteur de
vulnérabilité face a la consommation d’alcool.

De méme, la régulation de certains facteurs neurobiologiques aurait des
effets opposés selon que 'on s’intéresse au processus de sensibilisation ou de
consommation d’éthanol : on observe une augmentation de la consommation
d’alcool mais une absence de sensibilisation chez des souris déficientes en
neuropeptide Y (impliqué dans la réponse a ’alcool), et 'inverse chez des
souris mutantes n’exprimant pas le transporteur de la dopamine (permettant
sa recapture dans la fente synaptique)(Legastelois et al., 2014). Ainsi, les
mécanismes de régulation de ces deux types de comportement se baseraient
sur des substrats neurobiologiques différents.

Conclusion

Nos résultats, notamment dans le test d’auto-administration, viennent
appuyer les études encourageantes menées chez ’Homme. La stimulation par
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courant continu semble étre un outil prometteur pour 'aide au sevrage des
patients alcoolo-dépendants et la diminution du risque de rechute.

11.5 Effets de la tDCS chez des souris exposées
a la cocaine

La majorité des travaux s’intéressant aux effets de la tDCS chez des sujets
dépendants se cantonne au domaine des addictions au tabac et a ’alcool. Les
effets potentiels de la tDCS chez les sujets dépendants a des psychostimulants
tels que la cocaine ont été peu étudiés, et les mécanismes qui pourraient
expliquer ces effets ainsi que les zones cérébrales impliquées restent inconnus.

Les altérations de la régulation génique intervenant aprés une exposition
a la cocaine ont été particulierement recherchées chez I'animal. En effet,
des boucles de régulation spécifiques entre le cortex et le striatum (circuits
cortico-striataux) jouent un roéle critique dans plusieurs aspects de 'addiction
tels que le processus de récompense, la formation d’habitudes anormales, et
les comportements compulsifs (Steiner et Van Waes, 2013 ; Everitt, 2014).

Ainsi, nous avons cherché & vérifier si notre protocole de stimulation par
tDCS a un impact sur les comportements associés a la prise de cocaine,
et si les éventuels effets de la tDCS s’accompagnent d’une régulation de
I'expression génique au niveau de ces circuits cortico-striataux.

11.5.1 Les ganglions de la base

Les ganglions de la base - ou noyaux gris centraux - font partie des régions
télencéphalique et diencéphalique. Ces noyaux sous-corticaux comprennent
le striatum (noyau caudé et putamen), le globus pallidus, le noyau sous-
thalamique et la substance noire.

Le striatum regoit des entrées excitatrices en provenance du cortex et
des structures limbiques (et indirectement, en provenance du tronc cérébral
via le thalamus) et en retour renvoie des signaux inhibiteurs (figure 11.8 A).
Les régions corticales impliquées sont engagées dans les émotions, la cogni-
tion, mais aussi les processus de motivation et de contréle sensori-moteur du
comportement (Redgrave et al., 2011).

Ces réseaux sont disposés en boucles de régulation paralléles, topographi-
quement organisées : le striatum est divisé en territoires fonctionnels déter-
minés par leurs afférences corticales, et comporte des parties motrice, asso-
ciative et limbique. Ces aires ont été définies par des études de tragage de
voies, d’électrophysiologie, et d’imagerie (e.g. : Willuhn et al. (2003)).
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La partie dorsale du striatum recoit des projections sensori-motrices (fi-
gure 11.8 B) et est donc impliquée préférentiellement dans les fonctions mo-
trices. C’est la partie ventrale (noyau accumbens) qui joue un role dans les
processus motivationnels et I'addiction. Mais en réalité, la ségrégation fonc-
tionnelle n’est pas si stricte entre ces deux structures. L’exposition répétée
a une drogue entraine une transition de l'implication des circuits cortico-
striataux ventraux (incluant le noyau accumbens) vers des circuits dorsaux
(incluant le striatum dorso-latéral). Cette transition refléterait le passage
d’un usage de drogue récréatif & un usage habituel (Corbit et al., 2012 ;
Belin-Rauscent et al., 2012 ; Belin et al., 2013), qui pourrait marquer 1’en-
trée dans un état de dépendance.

L’expression génique est effectivement altérée par 'usage de drogues plu-
tot dans la partie dorsale du striatum (Willuhn et al., 2003). Cette région
est impliquée dans l'apprentissage de comportements habituels (insensibles
a la dévaluation de la récompense) (Balleine et O’Doherty, 2010) et sa déré-
gulation (la formation d’un apprentissage anormal) serait responsable de la
nature compulsive de la prise de drogue (Everitt, 2014).
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FIGURE 11.8 — A/ Organisation simplifiée des boucles de régulation cortico-
striatales, adaptée du site www.reliawire.com /basal-ganglia/. Les projections
corticales définissent des territoires fonctionnels au niveau des ganglions de la
base, décrivant des boucles paralléles limbique, associative et sensori-motrice.
B/ Schéma des boucles chez la souris telles que définies par Willuhn et al.
(2003) (4 niveaux de coupe). Les régions du cortex (IL, infralimbique; PrL,
prélimbique; Cg, cingulaire; M2/M1, moteur secondaire/primaire; S1, so-
matosensoriel primaire ; SS, somatosensoriel ; I/LO, insulaire/orbitaire laté-
ral; I, insulaire ; Pir, piriforme) projettent sur des territoires spécifiques du
striatum (détaillés dans la figure 7.2, p. 100). Les aires et fléches bleues dé-
crivent la partie limbique, les vertes la partie associative, et les marron la
partie sensori-motrice. Pour simplifier, les projections sont représentées sur
un méme plan de coupe bien qu’elles soient en fait étendues sur un plus
large plan rostro-caudal; de méme, les projections bilatérales ne sont pas
représentées.

11.5.2 Cocaine et Zif268

L’exposition a des agents pharmacologiques, tels que des psychostimu-
lants, entraine I'expression rapide et transitoire de facteurs de transcription
(génes précoces). Ces génes se lient a des sites spécifiques de I’ADN, orches-
trant la cascade de modifications induites par 1'agent ; ils sont soupconnés
d’étre a l'origine des effets a long terme des drogues (Bhat et al., 1992).

Zif268 est un de ces facteurs de transcription immeédiats. Controlant ’ex-
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pression de génes qui induisent des modifications structurales et fonction-
nelles au sein des tissus o ils sont exprimés, c’est une cible intéressante pour
étudier la réponse des neurones a divers stimuli. En effet, en plus de servir
de marqueur d’activité (permettant une cartographie des zones répondant a
un stimulus), il est connu notamment pour jouer un role dans la plasticité
cérébrale (capacité qu’ont les neurones a s’adapter a des modifications de
leur environnement ; Knapska et Kaczmarek (2004)).

Sur-exprimé suite & une exposition a des psychostimulants, Zif268 serait
un médiateur des changements induits par les drogues au niveau neuronal.
Aprés une injection de cocaine, I'expression de TARNm augmente jusqu’a
atteindre un pic entre 30 et 60 minutes, puis diminue progressivement jusqu’a
son niveau basal dans les 3 heures suivantes (Bhat et al., 1992). La répartition
de son expression au niveau du cortex et du striatum varie en fonction de la
drogue administrée, ce qui refléterait les effets spécifiques de chaque drogue
sur le systéme monoaminergique.

11.5.3 tDCS et impact d’une exposition aigué a la co-
caine

La cartographie des effets de la cocaine au niveau cérébral est désor-
mais bien décrite chez Panimal (Willuhn et al., 2003 ; Steiner et Van Waes,
2013). En collaboration avec I’équipe du Pr. Steiner de la Chicago Medical
School (Etats—Unis) spécialisée dans la recherche sur les psychostimulants,
nous avons cherché a évaluer I'impact de la tDCS sur les effets comporte-
mentaux et neurobiologiques d’une injection aigué de cocaine.

Notre objectif était d’évaluer si un pré-traitement par tDCS modifie la
réponse motrice et 'expression de Zif268 aprés une injection aigué de cocaine.
Ces tests ont été réalisés 3 semaines aprés la fin des stimulations, puisque
dans notre premier article (Pedron et al., 2014) nous avions montré des effets
comportementaux robustes aprés ce délai.

Cette étude fait 'objet de la premiére partie de notre troisiéme article,
en annexe C (Pedron et al., 2016).

Pour répondre a cette question, nous avons commencé par administrer
un traitement par stimulations anodiques répétées (0.2 mA, 20 minutes;
2 fois/jour pendant 5 jours) ou sham a des souris femelles de souche Swiss
agées de 8 semaines. Trois semaines apreés la fin de ce traitement, les souris
ont recu une injection de cocaine ou de solvant selon la répartition suivante :

— Injection de solvant (Veh) : Sham-Veh (N=8) et tDCS-Veh (N=6)
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— Injection de 5 mg/kg de cocaine : Sham-5 (N=9) et tDCS-5 (N=10)
— Injection de 10 mg/kg de cocaine : Sham-10 (N=9) et tDCS-10 (N=10)
— Injection de 25 mg/kg de cocaine : Sham-25 (N=8) et tDCS-25 (N=8)

Immédiatement aprés l'injection, 'activité locomotrice des souris a été
analysée dans un open field pendant 40 minutes. Les souris ayant recu une
injection de solvant ou de 25 mg/kg de cocaine ont été sacrifiées par inhala-
tion de CO4 et leurs cerveaux ont été récupérés et analysés par hybridation
in situ (figure 11.9 A). Les souris Sham-25 et tDCS-25 ont été choisies car
c’est la dose pour laquelle un effet comportemental de la tDCS a été relevé.
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FIGURE 11.9 — A/ Protocole expérimental. Sham-Veh ou tDCS-Veh : souris
traitées par stimulations inactives ou anodiques puis au solvant (NaCl +
acide ascorbique) ; Sham /tDCS-5, -10 ou -25 : souris traitées par stimulations
inactives ou anodiques puis a la cocaine (injection unique de 5, 10 ou 25
mg/kg). B/ Résultats obtenus dans le test de open field (OF). ** p<0.01
et *** p<0.001 versus Veh respectif ; ¥%¢ p<0.001 versus Sham.

Concernant le test d’activité locomotrice, une ANOVA & deux facteurs
(facteurs inter : groupe (Sham ou tDCS) et drogue (Veh, 5, 10 ou 25) réveéle
un effet de I'interaction groupe x drogue (F(359)= 3.87; p<0.05). Une injec-
tion de cocaine augmente significativement la distance parcourue pendant
40 minutes dans un open field pour une dose de 5 (NK : p<0.01), 10 ou
25 mg/kg (NK : p<0.001).
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La tDCS n’a aucun effet sur 'activité locomotrice des souris traitées au
solvant ou par des doses faibles (5 et 10) de cocaine. En revanche, I'impact
d’une dose élevée de cocaine sur la locomotion est significativement diminué
chez les souris traitées par stimulations anodiques (comparé aux souris Sham-
25, NK : p<0.001; figure 11.9 B).

La cartographie des zones cérébrales activées par la tDCS et /ou la cocaine
a été réalisée selon le découpage présenté dans I'article et dans la section 7.2.

( Effet de 1a tDCS )
A
Frontal Rostral Middle Caudal % du max
5 QS U I 100-75%
% < B 5-50%
é E B 50-25%
R [ 25-10%
[ ] p>0.05
B Cortex cingulaire (Frontal) Striatum médial (Middle)
60 & 60
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0- " 0+ "

FI1GURE 11.10 — Topographie des effets de la tDCS 3 semaines aprés les stimu-
lations. A/ Distribution de I'augmentation d’expression de Zif268 (différence
de signal tDCS-Veh - Sham-Veh pour chaque zone). Les secteurs ou 'aug-
mentation est significative sont colorés comme indiqué. Le dégradé représente
les valeurs relatives par rapport a Paugmentation maximum (mesurée dans
le cortex cingulaire au niveau frontal). B/ Densité moyenne de I'expression
de Zif268 relevée dans le cortex cingulaire (Frontal) et le striatum médial
(Middle). ¥ p<0.05 et “¥* p<0.001 versus Sham.

Le premier résultat que nous pouvons mettre en avant est que malgré le
décalage de I’'embase (sur le cortex gauche), aucune différence dans 'expres-
sion de Zif268 n’a été relevée entre I’hémisphére gauche et I’hémisphére droit
des souris, que ce soit pour leffet de la tDCS ou celui de la cocaine (ANOVA
trois facteurs (hémisphére, groupe et drogue) : facteur hémisphére seul ou
interaction toujours p>0.05). Les données issues des deux hémisphéres ont
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donc été moyennées pour le reste de I'étude.

L’effet de la tDCS chez les animaux traités au solvant est représentée
dans la figure 11.10; notons que le dégradé présente quelques différences
avec celui exposé dans ’article en annexe C puisque ici nous ne représentons
plus seulement le striatum, mais aussi le cortex (I’effet maximal de la tDCS
sur Zif268 se retrouve donc au niveau du cortex cingulaire frontal, et non du
striatum meédial).

En comparant les coupes des animaux Sham-Veh et tDCS-Veh, nous pou-
vons remarquer que la tDCS augmente 'expression de Zif268 dans 4 zones
corticales (cortex cingulaire au niveau frontal et piriforme aux niveaux ros-
tral, middle et caudal) et 6 zones striatales (rostral : striatum dorsolatéral et
dorsomédial ; middle : striatum meédial, dorsal, dorsolatéral et central).

Puisque la tDCS a un effet sur I’expression de Zif268, nous avons mesuré
les effets de la cocaine a partir de valeurs relatives (pourcentage de variation
par rapport au groupe controle : Sham-Veh ou tDCS-Veh). Les résultats sont
présentés dans la figure 11.11.
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FIGURE 11.11 — Topographie des effets de la cocaine et de la tDCS. Ici les
valeurs représentées sont relatives (pourcentage de variation par rapport au
groupe controle). A/ Distribution de 'augmentation d’expression de Zif268
40 minutes aprés une injection de cocaine (souris Sham-25). B/ Différence
entre Sham-25 et tDCS-25. Dans ces deux groupes, 'expression de Zif268 est
augmentée de maniére différente. La différence entre les deux est exprimée
en pourcentage d’atténuation par la tDCS (dégradé bleu) par rapport au
maximum observé (au niveau Middle, région du striatum central chez les
Sham-25). C/ Densité moyenne de I'expression de Zif268 relevée dans le
striatum central (Middle) et exprimée en pourcentage du groupe controle. **
p<0.01 et *** p<0.001 versus controle respectif (Veh = 100 %, axe rouge) ;
&&& h<0.001 versus Sham.

Densité optique

Une augmentation de 'expression de Zif268 consécutive a l'injection de
cocaine (25 mg/kg) se retrouve principalement dans le striatum. Chez les
souris ayant recu le traitement par stimulations répétées trois semaines avant
I’exposition a la cocaine, un nombre moins important de zones sont affectées
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par la drogue (tableau 11.1).

‘ Sham-25 tDCS-25
Cortex 3 0
Striatum 15 11

TABLE 11.1 — Nombre de zones ot I’expression de Zif268 est significativement
augmentée (par rapport au groupe controle) par I'exposition a la cocaine.

Par ailleurs une comparaison statistique directe entre les deux groupes de
souris ayant recu la cocaine montre une atténuation significative de 'expres-
sion de Zif268 par la tDCS dans 10 zones striatales et 6 zones corticales. Ces
zones sont représentées en dégradé bleu dans la figure 11.11.

Pour finir, U'effet de la tDCS et de la cocaine sur 'expression de Zif268 a
été étudié par des analyses de corrélation entre les secteurs striataux et leurs
afférences corticales (telles que définies ci-avant). Nos résultats montrent une
corrélation positive (test de Pearson : effet de la tDCS chez les animaux
Veh : r=0.415, p<<0.05; et chez les animaux traités par cocaine : r=0.627,
p<0.001). Ainsi, les changements induits par la tDCS interviennent dans des
boucles de régulation cortico-striatales spécifiques.

11.5.4 tDCS et préférence de place conditionnée par la
cocaine

Au vu de nos résultats précédents, nous avons cherché a voir si la tDCS
diminue également les effets de la cocaine dans le test de préférence de place
conditionnée. En effet, il a été montré que 'expression de Zif268 est néces-
saire a I’établissement d’une préférence pour le compartiment associé a la
cocaine (Valjent et al., 2006).

Aussi, nous avons soumis un lot de souris Swiss & un traitement par tDCS
(active ou sham) et, trois semaines aprés la fin des stimulations, nous avons
effectué un test de CPP pour les doses de drogue précédemment étudiées
(Veh, 5, 10 et 25 mg/kg). Ces résultats sont présentés en deuxiéme partie de
notre article en annexe C (Pedron et al., 2016) et dans la figure 11.12.
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FIGURE 11.12 — A/ Protocole expérimental. CPP : test de préférence de place
conditionnée ; Sham : souris traitées par stimulations inactives ; tDCS : souris
traitées par stimulations anodiques; Veh : conditionnement au solvant ; 5, 10
ou 25 : conditionnement & la cocaine 5, 10 ou 25 mg/kg, respectivement.
B/ Résultats obtenus lors de 'étude de la courbe dose-réponse dans le CPP.
% p<0.01 et *% p<0.001 versus 0 % (symbolisé par I'axe rouge); ¢ p<0.05
versus Sham.

Un test de comparaison de moyennes (a une valeur standard, 0 %) nous
indique que le conditionnement au solvant (Veh) pendant trois jours ne mo-
difie pas le comportement de visite des souris pendant le test (Sham-Veh :
p=0.26 et tDCS-Veh : p=0.25), ceci bien que nous appliquions la méthode
dite biaisée pour conditionner les souris (les souris recoivent les injections de
drogue dans le compartiment qu’elles visitaient le moins lors du premier jour
de test).

Les trois doses de cocaine induisent une préférence chez les souris Sham
(Sham-5 et Sham-25 : p<0.01; Sham-10 : p<0.001 versus 0 %).

Les sessions répétées de tDCS suppriment la préférence pour les doses de
5 et 25 mg/kg de cocaine (p=0.98 et p=0.37 versus 0 %, respectivement),
mais pas pour 10 mg/kg (p<0.001 versus 0 %). Une ANOVA & 2 facteurs
montre un effet groupe (F(; 49)= 4.07, p<<0.05) avec une différence entre Sham
et tDCS pour la dose de 25 mg/kg.
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11.5.5 Discussion

En conclusion, un traitement par stimulations répétées altére divers types
de réponses comportementales (activité locomotrice et préférence de place
conditionnée) et neurobiologique (induction de Zif268) faisant suite a 'in-
jection d’une forte dose de cocaine (25 mg/kg).

La tDCS per se augmente ’expression de Zif268

Nos résultats montrent que trois semaines aprés des sessions répétées de
tDCS, expression de Zif268 est augmentée dans plusieurs zones cérébrales
(notamment dans le striatum) chez des souris n’ayant pas regu de drogue.
Ces souris avaient été sacrifiées juste aprés un test d’activité locomotrice
en milieu non familier; la question qui se pose est si cette augmentation
représente une régulation génique a long terme (permanente) ou une réponse
exacerbée (temporaire) aux conditions expérimentales.

Deuxiéme point, il semble que les effets de la tDCS au niveau neuro-
biologique ne dépendent pas strictement de la position de 'électrode : la
régulation génique n’est pas limitée a 'hémisphére stimulé (le gauche), mais
se retrouve de maniére égale dans I’hémisphére droit. De méme, les zones
cérébrales affectées ne sont pas uniquement celles situées sous 'anode.

Rappelons que dans le chapitre 9 relatif a la mise en place de notre mo-
déle animal, nous avions montré que de déplacer 1'électrode de stimulation
(en la plagant & un niveau postérieur) n’affectait pas leffet de la tDCS dans
le test de la nage forcée. De plus, comme décrit dans le chapitre 10, notre
protocole de tDCS entrainait une régulation de la prolifération cellulaire hip-
pocampique identique entre les deux hémisphéres. Les résultats obtenus ici
tendent & confirmer que notre protocole de stimulation est non focal, et que
le courant diffuserait sur une zone cérébrale plus large que celle située juste
en regard de I’électrode.

Cela étant, nos études de corrélation montrent que la tDCS n’entraine
pas une augmentation globale de 'expression de Zif268, mais une activation
ciblée de circuits cortico-striataux spécifiques (sensori-moteur et associatif).
Ceci est vrai aussi bien chez les animaux ayant regu du solvant que chez ceux
ayant recu de la cocaine.

La tDCS atténue l’'induction de Zif268 par la cocaine

Trois semaines aprés un traitement par stimulations répétées, nous obser-
vons un affaiblissement de la réponse neurobiologique induite par la cocaine.
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L’expression de Zif268 dépendrait de I'activité dopaminergique et serait
lite a I’activité de divers récepteurs, dont les récepteurs NMDA (Veyrac et al.,
2014). Elle représenterait ainsi 'activité synaptique en réponse a des stimuli,
et Zif268 sert de marqueur permettant de prédire les adaptations neuronales
apparaissant en cas d’exposition répétée a une drogue.

Effectivement, le role de ce facteur a été montré dans I’établissement de la
mémoire associée aux drogues : I’exposition a des indices relatifs a la prise de
drogue (facteur de rechute chez des personnes dépendantes abstinentes) ou
a une administration de drogue induit son expression (Valjent et al., 2006).

De maniére intéressante, c’est dans la partie dorsolatérale du striatum
que la tDCS diminue le plus 'impact de la cocaine sur 'expression de Zif268.
Comme vu ci-avant, si la partie ventrale (noyau accumbens) est impliquée
plutot dans les aspects liés a la motivation et a l’addiction, la transition
de I'activation de ce circuit vers ’activation de circuits incluant le striatum
dorso-latéral marquerait une étape importante de l'addiction : le passage
d’un usage récréatif & un usage habituel (non diminué lorsque la récompense
est dévaluée) (Belin et al., 2013).

Nous avons analysé 'expression de Zif268 aprés une injection aigué de
cocalne. Puisque c’est le traitement répété par une drogue qui est supposé
induire une transition vers une activation des circuits dorsaux, nous pouvons
nous étonner de 'effet trés modeste de la cocaine en administration aigué au
niveau du striatum ventral (la seule zone significativement affectée étant le
lateral shell) en comparaison a nos effets dans le striatum dorsal. Ce motif
d’activation a cependant déja été montré dans d’autres études, et refléterait
le fait que la cocaine n’active l'expression de génes précoces que dans une
petite proportion de neurones au niveau du noyau accumbens (Steiner et
Van Waes, 2013). La diminution de 'impact de la cocaine dans le striatum
dorsal aprés tDCS laisse & penser que ce pré-traitement pourrait avoir un
effet, protecteur contre I'activation des circuits dorsaux en cas d’exposition
répétée aux drogues.

Valjent et al. (2006) ont montré que Zif268 était nécessaire a la mise en
place de la préférence conditionnée pour cette drogue : des souris mutantes
n’exprimant pas ce facteur ne développaient pas de préférence conditionnée
par la cocaine (alors qu’elles en développaient pour un autre type de récom-
pense, la nourriture).

Aussi Patténuation de Zif268 que nous observons serait cohérente avec
la diminution de effet appétitif de la cocaine dans le CPP. Cependant no-
tons que nos effets apparaissent principalement dans le striatum dorsolatéral,
qui ne joue pas de role dans I'apprentissage dans le CPP (Featherstone et
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McDonald, 2004).
Dans la méme étude, Valjent et al. (2006) démontraient que la mutation
du géne codant pour Zif268 diminuait aussi la sensibilisation locomotrice a

la cocaine; il serait donc intéressant de tester ce paramétre comportemental
aprés tDCS.

Pour résumer, nos résultats montrent que des sessions répétées de tDCS
permettent sur le long terme de diminuer 'impact d’une injection aigué de
cocaine (pour une forte dose) au niveau comportemental (activité locomotrice
et effet appétitif de la drogue). Cet effet comportemental s’accompagne d’une
régulation au niveau neurobiologique qui intervient dans des circuits cortico-
striataux spécifiques (sensorimoteur et associatif), impliqués dans des aspects
de prise de drogues liés aux habitudes et a la compulsion ainsi qu’a la rechute
aprés abstinence (Steiner et Van Waes, 2013 ; Everitt et Robbins, 2005 ; Berke
et Hyman, 2000 ; Fuchs et al., 2006).

11.6 Conclusion de I’étude 3

En conclusion nous avons pu montrer pour la premiére fois dans un modéle
animal que des sessions répétées de tDCS anodique diminuent les effets de
plusieurs drogues aussi bien au niveau comportemental que neurobiologique.

Nous avons commencé par montrer cet effet chez des souris qui avaient
subi un sevrage forcé aprés avoir été exposées a la nicotine & 1’adolescence.
A I'age adulte, ces souris avaient un comportement de type dépressif et une
préférence renforcée pour la nicotine ; le traitement par tDCS permettait de
normaliser ces comportements.

Nos études suivantes nous indiquent que la tDCS diminue 'effet appétitif
de certains psychostimulants (baisse de la préférence de place conditionnée
pour la nicotine et la cocaine). Concernant nos résultats dans les études sur
I’alcool, des stimulations répétées entrainent a long terme une diminution du
comportement de rechute dans le test d’auto-administration mais pas d’effet
sur le CPP pour plusieurs doses d’éthanol.

Ceci peut s’expliquer par le fait que bien que les substances addictives
agissent toutes en augmentant la concentration de dopamine extracellulaire
dans le systéme mésocorticolimbique, leur mode d’action est variable. Celui
de certaines drogues est bien déterminé; par exemple, la cocaine bloque la
recapture de neurotransmetteurs tels que la dopamine, la sérotonine et la no-
radrénaline. Celui de 'alcool, en revanche, est plus difficile & cerner. L’alcool
ingéré arrive au cerveau en quelques minutes, ot il a un grand nombre d’ef-
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fets. Il modifie les membranes neuronales, diffuse dans les cellules et modifie
certaines enzymes et canaux ioniques, mais se lie aussi a plusieurs récepteurs
(tels que ceux du GABA et du glutamate, Nutt (1999)). De plus, ses métabo-
lites, tels que le salsolinol (un alcaloide dérivé de la dopamine, produit lors du
métabolisme de 1’alcool), peuvent également jouer un role sur diverses cibles
dont les neurones dopaminergiques et les récepteurs p (Xie et al., 2013).

Alinsi, ces variations dans le mode d’action des drogues pourraient expli-
quer I'impact différent de la tDCS en fonction de la classe de drogue consi-
dérée.

Pour terminer, rappelons que le systéme mésocorticolimbique nait dans
I’aire tegmentale ventrale et projette sur des structures limbiques et sur le
cortex frontal (Abernathy et al., 2010). C’est pourquoi 1’exposition répétée
aux drogues ne modifie pas uniquement le systéme de la récompense mais
également les fonctions du cortex préfrontal. La stimulation du CPFDL ap-
parait comme une cible d’étude intéressante si elle peut par exemple inhiber
les comportements de recherche de drogue ou encore améliorer I’humeur des
patients en cours de sevrage. Des études supplémentaires devront cependant
étre menées afin d’élucider le mécanisme d’action sous-tendant les effets bé-
néfiques de la tDCS sur la réponse aux drogues.
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12 Discussion générale

L’objectif des travaux réalisés au cours de cette thése était de mettre en
place un modéle animal de stimulation transcranienne par courant continu,
d’étudier I'effet de ce type de stimulation sur divers aspects comportemen-
taux, puis d’essayer d’appréhender ses mécanismes neurobiologiques.

Ainsi, nous avons appliqué cette technique chez la souris et révélé les
comportements affectés par notre protocole de stimulation : des effets appa-
raissent dés trois semaines aprés la fin de 10 séances de stimulations (& raison
de deux par jour pendant cinq jours consécutifs) sur les comportements as-
sociés a la dépression, a la mémoire (mémoire visuo-spatiale et mémoire de
travail ; chapitre 9), et a la valeur hédonique des drogues (nicotine, alcool, co-
caine ; chapitre 11). Aucun effet de notre protocole de stimulation n’a été re-
levé sur la croissance (courbe de suivi pondéral), 'activité locomotrice (dans
I'environnement familier ou en milieu inconnu), ou les comportements as-
sociés a I'anxiété. Nos effets sur la dépression dépendent de la polarité du
courant appliqué, une stimulation par la cathode n’ayant aucun impact sur
le comportement des souris dans le test de la nage forcée; en revanche, la
zone d’application de la tDCS semble avoir moins d’importance dans notre
modéle murin. En effet, placer I’électrode stimulatrice (anode) sur la partie
postérieure du cortex (en avant du cervelet) provoque des effets similaires a
la stimulation anodique du cortex frontal des souris, probablement du fait de
la diffusion du courant sur 'ensemble du cortex cérébral.

Nous avons pu mettre en évidence une augmentation de la prolifération
cellulaire au niveau du gyrus denté de I'hippocampe (une zone de neurogenése
a I’age adulte chez les mammiféres) a la fin de cinq jours de stimulation
(Cf. chapitre 10). Enfin, nous avons également recherché les zones cérébrales
affectées par notre protocole de stimulation chez des souris exposées ou non a
une injection de cocaine via I’étude de 'expression du facteur de transcription

Zif268.
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12.1 Limites de notre modéle

Avant de conclure sur les effets de notre protocole de tDCS, il est impor-
tant de rappeler que notre modéle animal souffre de quelques limites.

Tout d’abord, d’un point de vue purement technique, I'application du
courant chez la souris différe de ce qui est pratiqué chez ’Homme. Outre la
nécessité d’une chirurgie et d’une contention répétée pour réaliser la stimu-
lation d’animaux éveillés, quelques différences quant a 'administration de la
stimulation sont a souligner.

Pour commencer, le courant est appliqué par I'intermédiaire de deux élec-
trodes positionnées I'une sur la zone d’intérét a stimuler (le cortex frontal),
et Pautre sur le thorax; chez ’'Homme, le placement de 1’électrode de réfé-
rence se fait le plus souvent en position céphalique (notamment sur la région
supra-orbitaire controlatérale).

Ensuite, la densité de courant appliquée est, comme nous ’avons discuté
dans le chapitre 9, 100 fois supérieure a ce qui est retrouvé dans un grand
nombre d’études chez I’Homme. Bien que nous restions en dessous du seuil de
densité entrainant des lésions cérébrales chez le rat (Liebetanz et al., 2009),
des études complémentaires testant des densités de courant plus proches du
modéle humain sont a réaliser.

En ce qui concerne plus spécifiquement notre modéle, la principale diffé-
rence entre les données obtenues chez 'Homme et les notres est que les effets
de la tDCS sur les comportements associés & la dépression, chez la souris,
ne semblent pas dépendre de la zone stimulée. Chez I’'Homme, la stimulation
anodique du cortex occipital n’entraine pas d’effet bénéfique sur des scores de
dépression, tandis que la stimulation anodique du CPFDL y parvient (Boggio
et al., 2008a). Dans notre modéle murin, nous avons obtenu une réduction
des comportements associés a la dépression dans le test de la nage forcée
apres stimulation anodique aussi bien du cortex frontal que d’une zone plus
caudale (colliculus). Ceci pourrait étre di & une propagation du courant sur
tout le cortex cérébral chez la souris, alors que ce courant serait plus localisé
chez ’'Homme.

Il reste a déterminer si cet effet est imputable uniquement aux aspects
techniques de notre stimulation (tels que la densité de courant élevée), ou éga-
lement & des aspects biologiques : la surface du cortex de la souris est lisse
(lissencéphale) tandis que celle du cortex humain est composée de circonvo-
lutions (gyrencéphale). Cet aspect différent du cerveau pourrait influencer
la diffusion du courant ; de plus, rappelons que 'effet de la tDCS sur ’acti-
vité neuronale dépend de la position des neurones dans le cortex (Purpura
et McMurtry, 1965). Aussi, il ne faut pas perdre de vue que les données
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obtenues sur un modéle murin peuvent étre de bonnes indications des effets
de la stimulation cérébrale chez ’Homme, mais nos conclusions doivent étre
nuancées et si possible vérifiées par les études cliniques.

Cependant, malgré les différences d’un point de vue technique et biolo-
gique, les résultats que nous avons obtenus chez la souris sont cohérents avec
ceux observés chez ’Homme, nous autorisant a étudier les mécanismes de la
tDCS au niveau physiologique.

12.2 La tDCS pour soulager des symptdomes
psychiatriques

Comme nous I'avons montré dans notre premier article (Pedron et al.,
2014), nous avons observé, chez la souris, une amélioration des comporte-
ments associés a la dépression trois semaines aprés la fin des stimulations.
Ce résultat a été retrouveé aussi bien chez des souris "naives" que chez des sou-
ris ayant subi un sevrage forcé aprés une exposition chronique & une drogue
d’abus, la nicotine. Notons que pour les études présentées dans cette thése, les
souris controle (Sham), au méme titre que les souris stimulées, avaient subi
un stress chronique inhérent a notre protocole de tDCS, avec une contention
répétée. Le stress chronique étant un facteur de risque pour la dépression,
nous pouvions supposer que ces souris présenteraient un comportement de
type "dépressif" ; cependant, une étude controle comparant le comportement
de souris Sham et celui de souris n’ayant pas subi le protocole de contention
n’a pas montré de différence entre ces deux groupes dans le test de la nage
forcée (ni a court, ni a long terme). Nos résultats sont cohérents avec ceux
obtenus chez ’'Homme, ot les effets bénéfiques de la tDCS chez des patients
souffrant de dépression ont été montrés a plusieurs reprises (pour revue, voir
Meron et al. (2015)).

De maniére intéressante, nous notons également une amélioration des
performances mnésiques dans notre modéle murin (mémoire de travail et
mémoire visuo-spatiale). Parmi les autres études chez le rat, une améliora-
tion des performances dans un test d’apprentissage et de mémoire de travail
(de navigation spatiale, le test d’évitement de place) apparaissait 21 jours
aprés 3 séances de stimulation cette fois cathodique (Dockery et al., 2011).
Plusieurs auteurs font également référence & des améliorations de perfor-
mances cognitives aprés tDCS chez le sujet humain sain (Brasil-Neto, 2012).
En effet, la stimulation cathodique de la région supra-orbitaire droite, ou la
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stimulation anodique de zomnes corticales impliquées dans une tache spéci-
fique, résulteraient en une amélioration de certaines performances en terme
d’apprentissage et de mémoire (Bennabi et al., 2014).

Puisque des troubles de I'humeur (incluant des symptomes dépressifs) et
des déficits cognitifs peuvent étre retrouvés dans un grand nombre de pa-
thologies neuro-psychiatriques (telles que la schizophrénie, I’addiction, les
maladies neuro-dégénératives...), il est envisageable qu’un traitement (com-
plémentaire aux thérapies actuelles) par ces stimulations électriques non in-
vasives et ayant peu d’effets secondaires (Kessler et al., 2012) puisse aider a
alléger les symptémes ressentis par ces patients, voire a la récupération.

L’exposition répétée a la nicotine pendant ’adolescence que nous avons
réalisée chez la souris entraine a I’dge adulte une apparition de comporte-
ments associés a la dépression et une augmentation du score de préférence
dans un test évaluant leffet renforgateur de la nicotine (Pedron et al., 2014).
Ces effets sont concordants avec la théorie stipulant que le sevrage de la ni-
cotine pourrait entrainer la maladie dépressive (Picciotto et al., 2002). Le
fait que la stimulation transcranienne répétée ait résulté en un retour a la
normale des comportements affectés nous ameéne a penser que ce traitement
pourrait, constituer une aide efficace pour le sevrage tabagique.

Nos résultats obtenus pour des traitements a la cocaine (traitement aigu,
diminution de I'impact de la drogue sur 'activité locomotrice et I’expression
de Zif268) ou des injections répétées plusieurs jours (test de préférence de
place conditionnée) trois semaines aprés des stimulations répétées par tDCS
indiquent que ces stimulations entrainent des modifications biologiques per-
mettant de diminuer la réponse a la drogue. Il est ainsi permis d’émettre
I’hypothése que la tDCS pourrait diminuer les risques, chez des consom-
mateurs occasionnels, de tomber dans la dépendance a certaines substances
(telles que les psychostimulants). Il sera également intéressant de tester si
la tDCS permet d’éviter les phénomeénes d’addiction a certaines médications
(analgésiques, anxiolytiques, antidépresseurs...), dans les cas ou un traite-
ment complémentaire par stimulation électrique serait compatible avec le
traitement de la maladie.

En ce qui concerne I’alcool, nous avons obtenu peu d’indices sur 'impact
de la tDCS sur les effets appétitifs ou la consommation d’éthanol chez les
souris au cours de ma thése. Plusieurs auteurs ont rapporté une diminution
des scores de craving pour I'alcool aprés tDCS chez des patients dépendants
(Cf. section 2.1.3; Boggio et al. (2008c) ; den Uyl et al. (2015) ; da Silva et al.
(2013)). Nous avons principalement pu montrer chez la souris une atténua-
tion des comportements de rechute dans le test d’auto-administration. Cela
étant, notre étude portait sur des souris Swiss caractérisées grandes buveuses
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mais non dépendantes; tester le méme protocole sur des souris qui auraient
préalablement été rendues alcoolo-dépendantes (par exemple, par exposition
répétée a des vapeurs d’éthanol; Griffin (2014)) pourrait nous apporter des
réponses plus précises a la fois au niveau comportemental et au niveau neuro-
biologique par I’étude de facteurs impliqués dans I'addiction (tels que AFosB,
un facteur de transcription étudié comme marqueur neurobiologique de I’état
d’addiction aux drogues d’abus; Nestler (2008)).

12.3 Comprendre les mécanismes de la tDCS

Puisqu’au cours de ma thése nous avons pu mettre en place un modéle
animal de tDCS et retrouver des effets positifs de notre protocole de stimu-
lations répétées, nous avons réalisé deux études visant pour la premiére a
tester 'hypothése d'un impact de ces stimulations sur la neurogenése hippo-
campique, et pour la seconde & identifier les zones cérébrales affectées par la
tDCS (dans le cadre d’une exposition a la drogue).

Dans un premier temps nous nous sommes intéressés a la prolifération de
nouvelles cellules dans I'hippocampe. Nous avons ainsi mis en évidence que
dés la fin de dix séances de stimulation, les souris présentent une augmenta-
tion de la prolifération cellulaire a la fois dans I'hippocampe dorsal (impliqué
dans les fonctions cognitives), et dans I'hippocampe ventral (impliqué dans
les états émotionnels ; Fanselow et Dong (2010)).

Cette étude ne suffit pas & affirmer que les effets de la tDCS impliquent
une néo-neurogenése. Il apparait nécessaire d’étudier le devenir de ces nou-
velles cellules, mais aussi 'importance de la neurogenése dans ’apparition
des effets de la tDCS. Comme cibles d’étude potentielles, nous pouvons citer
la doublecortine, exprimée dans les neurones en différenciation, ou encore
NeuN, un marqueur de neurones matures (Dokter et und Halbach, 2012). A
I'inverse, pour étudier I'importance de la neurogenése dans les effets de la
tDCS, des études portant sur la stimulation de modéles animaux chez qui la
création de nouveaux neurones a été inhibée seront a réaliser.

Les résultats de ces études permettront d’apporter des pistes expliquant
les mécanismes d’action de la tDCS sur divers aspects cognitifs, et sur ses
effets bénéfiques dans des pathologies telles que les troubles dépressifs. ITls
pourront aussi valider I'indication de cette technique de stimulation pour la
récupération de fonctions cognitives dans le cadre de pathologies neurolo-
giques (telles que la maladie d’Alzheimer).

Dans la derniére étude présentée ici, notre cartographie des zones céré-
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brales (par I'étude de Zif268) nous a indiqué que les effets de la tDCS appa-
raissent dans des circuits impliqués plutot dans les aspects liés au controle
de la prise de drogue (formation d’habitudes anormales, compulsion...). Afin
de mieux caractériser les effets neurobiologiques de la tDCS dans le cadre de
I’addiction, il sera intéressant d’étudier 'expression de facteurs liés spécifi-
quement a cette pathologie.

Dans le cadre d’'une consommation réguliére, les drogues déclenchent des
adaptations pathologiques dans le circuit de la récompense qui sous-tendent
le phénoméne de dépendance. Par exemple, la protéine AFosB voit son ex-
pression augmenter (notamment dans le noyau accumbens et le striatum dor-
sal) de maniére transitoire aprés une injection aigué de drogue, et s’accumule
dans des régions cérébrales spécifiques en cas de répétition de l'exposition
(Nestler, 2008). Ceci est vrai pour chaque drogue d’abus bien que le degré
d’induction de la protéine dans les différentes régions du striatum et du noyau
accumbens puisse varier. Ce phénoméne, qui serait responsable notamment
de comportements de recherche de drogue, fait de AFosB une cible de choix
pour I’étude de la sensibilité aux drogues. Analyser son expression aprés une
administration aigué ou chronique de drogues (par exemple la cocaine ou
'alcool) chez des animaux stimulés par tDCS pourrait apporter des éléments
de compréhension du mécanisme d’action de ce traitement au niveau com-
portemental.

12.4 Perspective : stimuler a I’adolescence

L’une des principales questions que nous nous posons a la fin de ces
travaux concerne la possibilité de stimuler le cerveau de patients adolescents.

L’adolescence est une période de transition, source d’instabilité, entre en-
fance et age adulte. Dans un rapport de 2002, une expertise collective de I'IN-
SERM révele qu’en France comme dans le monde, environ 12 % des enfants et
adolescents seraient touchés par au moins un trouble mental (principalement
troubles de 'humeur ; INSERM (2002)).

Un groupe d’experts, toujours pour I'Inserm, note en 2014 que l'initia-
tion & la consommation de substances psychoactives (licites ou non) se fait
principalement & I'adolescence (en France en 2011, 91 % des jeunes déclarent
avoir consommé de l'alcool, 68 % du tabac, et 42 % du cannabis avant la
fin de leur adolescence. Seuls 6.6 % n’auraient jamais consommé une de ces
trois drogues; INSERM (2014)). Or d’une part, si répétée, I’expérimentation
de drogues est susceptible d’entrainer la dépendance; et d’autre part, d’im-
portantes modifications neurobiologiques ont lieu durant ’adolescence, avec
une réorganisation fonctionnelle et anatomique de diverses aires cérébrales



12.4. PERSPECTIVE : STIMULER A L’ADOLESCENCE 179

(Spear, 2000).

Le cortex préfrontal, cible privilégiée pour 'étude des effets de la tDCS
sur différents troubles neurologiques ou psychiatriques, fait partie des zones
cérébrales subissant un profond remodelage lors de I’adolescence, avec notam-
ment la maturation des fonctions cognitives (Spear, 2000). C’est pourquoi
I’adolescence constitue une période critique durant laquelle une altération
du développement (notamment du cortex préfrontal) peut entrainer ou accé-
lérer le développement de troubles psychiatriques tels que la schizophrénie,
les troubles de ’humeur, ou encore I'addiction (Giedd et al., 2008).

Parmi les différents neurotransmetteurs impliqués dans la maturation du
cortex préfrontal, le circuit GABAergique a été la cible de plusieurs études du
fait de son role dans l'inhibition et la synchronisation des populations neu-
ronales (Caballero et al., 2014b). Les interneurones GABAergiques peuvent
étre distingués en trois principales populations en fonction de la protéine
liant le calcium qu’ils expriment : la parvalbumine (PV), la calrétinine (CR),
ou la calbindine (CB). L’expression de ces protéines change lors de la ma-
turation du systéme nerveux; l'altération de ce processus résulterait en une
désinhibition du cortex préfrontal qui pourrait étre responsable de certaines
pathologies psychiatriques apparaissant lors de 1’adolescence, telles que la
schizophrénie ou 'addiction (Caballero et al., 2014a ; Cass et al., 2013).

A partir de ces données, nous pouvons nous demander quel effet aurait
la stimulation transcranienne sur la maturation du systéme nerveux pendant
I’adolescence. Un traitement par tDCS des adolescents souffrant de certaines
pathologies (telles que des troubles de I'humeur ou du comportement alimen-
taire) est intéressant puisque a priori sans effet secondaire. En effet, Moliadze
et al. (2015) ont montré que la stimulation (10 minutes, 1 mA) du cortex mo-
teur d’adolescents (sujets sains agés de 11 a 16 ans) était bien tolérée, sans
effet secondaire reporté ou mesuré par électro-encéphalographie (tels que des
marqueurs d’activité épileptiformes aprés stimulation, par exemple). Cette
bonne tolérance avait aussi été démontrée dans une population de patients
atteints de schizophrénie infantile (agés de 10 & 17 ans), qui avaient re¢u 10
sessions de tDCS bilatérale (anodique ou cathodique) sur le CPFDL (20 mi-
nutes par session, 2 mA ; Mattai et al. (2011)).

Cependant, les études sur les enfants et les adolescents restent rares
(Muszkat et al., 2016) et 'absence d’effets secondaires sur le long terme est
a vérifier (les études précédemment citées ne mesurant ces effets que dans
les heures suivants la tDCS). Notamment, il apparait raisonnable de se de-
mander si la stimulation cérébrale risque d’avoir un impact négatif sur la
maturation du systéme nerveux des adolescents. Ou encore, si chez des su-
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jets adolescents dont la maturation du cortex préfrontal est effectivement
altérée (par une pathologie), ce type de stimulation permettrait de rétablir
un développement neuronal normal...

Afin de répondre a ces questions, il serait intéressant dans un premier
temps de stimuler le cortex frontal d’animaux adolescents sains, et de contro-
ler la trajectoire développementale des différentes sous-populations d’inter-
neurones GABAergiques afin de vérifier 'impact de la tDCS sur la maturation
du systéme nerveux.

En collaboration avec I'équipe du Pr. Tseng de la Chicago Medical School,
nous avons réalisé une étude pilote sur 14 souris (7 Sham et 7 tDCS) stimu-
lees a l'age de 35 a 39 jours (adolescence) et sacrifiées a 48 jours (jeunes
adultes; Tirelli et al. (2003)). Nous avons étudié par immunofluorescence
I'expression de la parvalbumine dans le cortex préfrontal. Les interneurones
GABAergiques exprimant la parvalbumine sont moins nombreux chez les
jeunes rongeurs qu’a ’age adulte; dans les conditions normales leur expres-
sion augmente au cours de ’adolescence.

Dans cette étude pilote, nous avons observé qu’'un traitement chronique
par tDCS pendant 1’adolescence (20 minutes & 0.2 mA, 2 fois par jour pen-
dant 5 jours consécutifs) diminuerait I'expression de la parvalbumine dans
une zone restreinte du cortex préfrontal (région limbique du cortex autour du
niveau Bregma +1.54) des souris jeunes adultes. L’expression de la PV dans
les régions voisines (régions limbiques de la zone Bregma +1.94 et régions
cingulaires /motrices plus postérieures (Bregma -+1.10 et aprés)) ne semble
en revanche pas affectée. Cependant cette étude pilote ne donne d’indica-
tions qu’a un age précis, et n’indique pas si la modification ou 'absence de
modification de I'expression de la PV est temporaire ou durable.

Aussi, avant de pouvoir conclure quant aux implications fonctionnelles
de ces premiers résultats, il sera nécessaire d’étudier la trajectoire dévelop-
pementale des différents types d’interneurones a différents ages aprés tDCS.

12.5 Conclusion

En conclusion, au cours de cette thése, nous avons pu mettre en place
la tDCS chez la souris, et retrouver des effets comportementaux similaires &
ceux observés chez ’'Homme. Le modéle murin sera intéressant a plusieurs
points de vue, notamment pour I’étude des effets de la tDCS sur des modeéles
de pathologies psychiatriques (avec ou sans mutation génétique), et pour
rechercher les mécanismes neurobiologiques sous-tendant les effets de ce type
de stimulation.
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La tDCS est a replacer dans le champ de plus en plus exploré des tech-
niques de stimulation cérébrale. Rappelons que certaines de ces techniques
font partie, parfois depuis plusieurs décennies (exemple de 1'électroconvulsi-
vothérapie), des traitements pouvant étre prescrits dans le cadre de patho-
logies psychiatriques ou neurologiques. Chacune a ses spécificités (domaine
d’application, public visé...), ses avantages et ses inconvénients (caractére in-
vasif ou non, effets secondaires...). Il est probable que dans les prochaines
années la tDCS et ses différentes modalités deviennent & leur tour des trai-
tements prescriptibles dans le cadre de certains troubles.

Les résultats présentés ici ouvrent la voie a des études complémentaires
(par exemple, 'impact de la tDCS sur la maturation cérébrale pendant I’ado-
lescence). Notre modéle animal de tDCS constitue un outil avantageux pour
ces études, ainsi que pour l'exploration d’autres aspects peu évoqués au
cours de ma thése, tels que 'amélioration des protocoles de stimulation chez
I’'Homme.
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There is a growing demand for new brain-enhancing technologies to improve mental
performance, both for patients with cognitive disorders and for healthy individuals.
Transcranial direct current stimulation (tDCS) is a non-invasive, painless, and easy to
use neuromodulatory technique that can improve performance on a variety of cognitive
tasks in humans despite its exact mode of action remains unclear. We have conducted a
mini-review of the literature to first briefly summarize the growing amount of data from
clinical trials assessing the efficacy of tDCS, focusing exclusively on learning and memory
performances in healthy human subjects and in patients with depression, schizophrenia,
and other neurological disorders. We then discuss these findings in the context of the
strikingly few studies resulting from animal research. Finally, we highlight future directions
and limitations in this field and emphasize the need to develop translational studies to
better understand how tDCS improves memory, a necessary condition before it can be
used as a therapeutic tool.

univ-fcomte.fr

Keywords: tDCS, neuromodulation, prefrontal cortex, cognitive enhancement, memory
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Non-invasive neuromodulatory techniques including tDCS have
been shown to improve performance on a variety of cognitive
domains. tDCS is a painless stimulation method that delivers sub-
threshold electrical currents to the brain and manipulates the
resting membrane potential of cortical neurons (e.g., Stagg and
Nitsche, 2011). Since the dorsolateral prefrontal cortex (DLPFC)
is a crucial element in the neural network subserving executive
functions (i.e., working memory, planning, goal-oriented behav-
ior, attention, and inhibitory control; Wood and Grafman, 2003),
targeting this area with neuromodulatory techniques represents
a promising therapeutic option for improving cognition. In this
mini-review, we summarize data obtained from clinical trials
(see Tables 1A, B) and animal models focusing on tDCS-induced
memory enhancement in healthy subjects and in subjects with
psychiatric and neurological disorders known to induce mild to
severe cognition impairments. Limitations and perspectives are
then discussed.

HUMAN STUDIES

tDCS FOR COGNITIVE ENHANCEMENT IN HEALTHY SUBJECTS

To date, most studies conducted in healthy individuals have
assessed the effect of tDCS in enhancing verbal and visuospatial
components of working memory (WM) and learning processes.
Fregni et al. found that online anodal tDCS at 1 mA applied
over the left DLPFC enhances accuracy in a three-back letter task
compared with cathodal stimulation of the same area or anodal
stimulation of the primary motor cortex (Fregni et al., 2005).
Based on the same paradigm, Ohn et al. investigated the time-
dependency of tDCS and found an increased number of correct

responses starting 20 min after the beginning of active stimula-
tion compared to sham, whereas earlier measurements did not
reveal any stimulation effects (Ohn et al., 2008). More recently,
Lally et al. confirmed these results in a larger cohort, but only
when subjects were tested during the stimulation session (online),
without a persisting effect 48 h later (Lally et al., 2013). Mulquiney
et al. obtained discordant results in a sample of 10 healthy volun-
teers, with no improvement in accuracy but in speed performance
after anodal tDCS (Mulquiney et al., 2011). However, Marshall
et al. reported increased reaction time in the same task during
both anodal and cathodal bilateral intermittent stimulation over
the DLPFC (Marshall et al., 2005). Andrews and collaborators
investigated the impact of 1 session of anodal tDCS delivered
during a WM task (n-back task) on performances on a sub-
sequent WM task (digit span forward) (Andrews et al., 2011).
Upon completion of the n-back task, they observed a signifi-
cant improvement in performance on the digit span forward task.
Berryhill and Jones enhanced WM by application of anodal tDCS
over the left or right DLPFC in subjects with a high educational
level, whereas tDCS provided no benefit in WM performance to
a less educated group (Berryhill and Jones, 2012). Interestingly,
Teo et al. found that WM performances are influenced by current
strength of anodal tDCS (Teo et al., 2011). Gladwin et al. explored
the impact of anodal left DLPFC tDCS on Sternberg task comple-
tion when distractor stimuli were presented during the retention
period. tDCS improved reaction time only when the incorrect
choice had been a distractor suggesting stimulation might have an
effect on selective attention. In a subsequent study, they showed
that tDCS improves reaction time in an implicit association test
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Table 1A | Studies investigating the cognitive effects of tDCS in healthy subjects.

Study tDCS parameters Results
Author Design n Task A/C I (mA) D (min) E (cm?)
Fregni et al., Cross over 15 n-back task  Online  F3/FP2 1 10 35 Improvement in accuracy (more correct
2005 Single blind responses)

No improvement in reaction time

Ohnetal, 2008 Crossover 15 n-back task  Online  F3/FP2 1 20 35 Increased number of correct responses after
Single blind Offline 30 min of stimulation with anodal stimulation
Lally etal., 2013 Crossover 21 n-back task  Online F3/cheek 1 10 35 Improvement of performance during the first
Double blind Offline stimulation phase with active stimulation
Mulquiney et al., Cross over 10 Cogstate Online  F3/FP2 1 10 35 2-back task: no effects of session or time in
201 Sternberg Offline accuracy; improvement in reaction time
task Sternberg task: no effect of session or time
Marshall et al., Cross over 12 Modified Online  F3/F4 0.26 15 64 No improvement in accuracy
2005 Double blind Sternberg Slower reaction time after anodal and cathodal
task tDCS
Andrews et al.,  Cross over 10 n-back task  Online  F3/FP2 1 10 35 Previous application of tDCS during the n-back
201 Digit span Offline task resulted in increased performance on digit
tasks span forward
Berryhill and Crossover 25 n-back task  Offline  F3/cheek 1.5 10 35 Low education group: unchanged or impaired
Jones, 2012 F4/cheek performance

High education group: improved performance

Teo et al., 2011 Cross over 12 n-back task  Online  F3/FP2 1or2 20 35 n-back task: decrease reaction time during the
Double blind Sternberg Offline last 5min of 2 mA session.
task Sternberg task: no difference in reaction time
and accuracy between 1 mA, 2mA, or sham
stimulation
Gladwin et al., Cross over 14 Sternberg Online  F3/FP2 1 10 35 Improvement in reaction time, influence of
2012a task Offline interference
Gladwin et al., Crossover 20 Modified Offline  F3/FP2 1 10 35 Improvement in reaction time in the congruent
2012b version of rather than in the incongruent condition
the IAT
Kincses et al., Cross over 14 PCL Online  F3/Cz 1 10 35 Improvement of implicit learning by anodal but
2004 not cathodal stimulation
Hammer et al., Cross over 36 Recognition Online F3/FP2 1 30 35 Cathodal stimulation hampered memory
2011 Single blind memory Offline performance after errorful learning, whereas
task anodal stimulation did not alter encoding and

memory retrieval

Manenti et al., Cross over 64 Episodic Online  F3/F4 1.5 6 35 Improvement of verbal episodic memory with
2013 Single blind memory anodal tDCS applied during the retrieval phase
task Better performances in young subjects
Zwissler et al., Cross over 85 Episodic Online  F3/con- 1 15 35 Anodal tDCS increased whereas cathodal
2014 Double blind memory tralateral stimulation decreased the number of false
task musculus alarms to lure pictures in subsequent
deltoideus recognition memory testing

Cz, midline central (international 10/20 EEG system); F3, left dorsolateral prefrontal cortex; F4, right dorsolateral prefrontal cortex; FP2, supraorbital right; IAT, Implicit
Association Test; PCL, probabilistic classification learning; I, intensity; D, duration; E, electrodes size.
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Table 1B | Studies investigating the cognitive effects of tDCS in psychiatric diseases.

Study tDCS parameters Results
Author Design n Task A/C 1(mA) D (min) E (cm2)
DEPRESSION
Brunoni et al., Double blind 28 UP  Probabilistic Online  F3/F4 2 30 25 No improvement in implicit
2013 RCT classification learning learning after real stimulation
Fregni et al., Double blind 18 UP  Digit span forward Online  F3/FP2 1 10 35 Improvement in working
2006 RCT and backward test memory
Oliveira et al., Double blind 28 UP n-back task Online  F3/F4 2 30 25 Enhancement of working
2013 RCT memory
Increase rate of correct
responses
Increase ability to discriminate
between correct responses and
false alarms
Wolkenstein and Double blind 22 MDD Delayed- response Online  F3/Right 1 20 35 Enhancement of working
Plewnia, 2013 RCT working memory upper arm memory performance and
task elimination of attentional bias
Ferrucci et al., Open label 8 MDD  Sternberg Task Offline  F3/F4 2 20 32 Cognitive tasks showed no
2009 Word recognition significant difference between
task active or sham stimulation
Posner paradigm
Looetal, 2012 Double blind 64 MDD RAVLT, Stroop Test,  Offline  F3/F8 2 20 35 Improvement of working
RCT COWAT, Digit span, memory performances, indexed
SDMT by the SDMT, after 1 tDCS
session
No improvement in cognitive
performances after 15 sessions
Palm et al.,, 2012 Double blind 22 MDD VLMT, RWT LNSwais Offline  F3/FP2 1or2 20 35 Cognitive tasks showed no
RCT significant difference between
active or sham stimulation
SCHIZOPHRENIA
Vercammen Single blind 20 Probabilistic Online  F3/FP2 2 20 35 Improvement in implicit learning
etal., 2011 Cross over classification learning after real stimulation in a subset
of patient
Hoy et al,, 2014 Double blind 18 nback Offline  F3/FP2 Tor2 20 Improvement in working
RCT memory at 2mA
Goder et al., Crossover 14 RAVLT Offline  F3/F4 0-0.3  During 64 Improvement in working
2013 sleep memory
ALZHEIMER
Boggio et al., Double blind 10 Digit span test Online  F3/FP2 2 30 35 Improvement in working
2009 RCT Visual recognition T7/FP2 memory after prefrontal and
Memory task temporal stimulation
Stroop test No effect on digit span and
Stroop performance
Cotelli et al., Double blind 36 Face-name Offline  F3/Right 2 24 No additive effects of anodal
2014 RCT (mild to  association memory deltoid tDCS on memory performance
moder  task muscle when combined with memory
ate) Memory training training

(Continued)
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Table 1B | Continued

Study tDCS parameters Results
Author Design n Task A/C 1 (mA) D (min) E (cm?)
PARKINSON
Boggio et al., Double blind 18 n-back task Online  F3/FP2 Tor2 20 35 Improvement in accuracy
2006 RCT No improvement in reaction
time
No effect at 1 mA
Pereira et al., Cross over 16 Semantic fluency Offline  F3/FP2 2 20 35 Improvement in the phonemic
2013 task phonemic task P3-T5/FP2 fluency task after DLPFC tDCS
POST-STROKE
Kang et al., 2009 Double blind 10 Go/No-Go Offline  F3/FP2 2 20 25 Improvement in response
RCT accuracy at 1 and 3h
post-stimulation
Jo et al., 2009 Double blind 10 n-back task Offline  F3/FP2 2 30 35 Improvement in the two-back
RCT task after DLPFC tDCS
Park et al., 2013  Double blind 11 Seoul computerized  Offline  F3/F4 2 30 25 Improvement in attention when

RCT neuropsychological

test

combined with cognitive
rehabilitation

COWAT, Controlled Oral Word Association Test; F3, left dorsolateral prefrontal cortex (international 10/20 EEG system); F4, right dorsolateral prefrontal cortex; FP2,
supraorbital right; F8, lateral aspect of the right orbit; LNSys, Letter Number Sequencing Task of the Wechsler Adult Intelligence Scale; MDD, Major Depressive
Disorder; RAVLT, Ray Auditory Verbal Learning Test; RCT, Randomized Controlled Trial; RWT, Regensburg Word Fluency Test; SDMT, Symbol Digit Modalities Test;
UR, Unipolar Depression; |, intensity; D, duration, E, electrodes size; VLMT, Verbal Learning Memory Test, P3-T5, left temporo-parietal cortex.

without affecting the subjects’ ability to overcome bias (Gladwin
etal.,, 2012a,b).

In addition, tDCS has been recently used as an investigative
tool in other memory domains. With regard to implicit memory
(probabilistic classification learning), Kincses et al. first demon-
strated that anodal tDCS performed over the left DLPFC at
1 mA in healthy volunteers resulted in immediate improvement
in implicit learning (Kincses et al., 2004). Hammer et al. showed
that cathodal stimulation hampered memory performance after
errorful learning, whereas anodal stimulation did not alter encod-
ing and memory retrieval (Hammer et al., 2011). Manenti et al.
found that anodal stimulation enhances the long-term episodic
memory capacities of young and older subjects with more robust
effects in young participants (Manenti et al., 2013). Plewnia
and collaborators also reported that tDCS shapes accuracy of
episodic memory via polaritiy-specific modulation of false recog-
nition. When applied during encoding of pictures, anodal tDCS
increased whereas cathodal stimulation reduced the number of
false alarms (i.e., responses to highly similar distracter images) in
subsequent recognition memory testing (Zwissler et al., 2014).

tDCS FOR COGNITIVE ENHANCEMENT IN PSYCHIATRIC AND
NEUROLOGICAL DISORDERS

Bifrontal tDCS has been shown to prevent procedural learning
in depressive states, possibly by inducing a decrease in the activ-
ity of the right DLPFC (Brunoni et al., 2013). Beneficial effects
of online stimulation applied over the left DLPFC have been
reported for working memory, attentional performances, and
information processing in depressed patients (Fregni et al., 2006;

Oliveira et al., 2013; Wolkenstein and Plewnia, 2013). However,
two randomized controlled trials and one open-label trial failed
to replicate this finding with offline stimulation, suggesting that
multiple tDCS sessions do not have cumulative cognitive enhanc-
ing effects (Ferrucci et al., 2009; Loo et al., 2012; Palm et al.,
2012).

Only a small number of studies have examined the impact
of tDCS on selective cognitive domains altered in schizophrenia.
Focusing on working memory, Vercammen et al. reported that a
single session of anodal tDCS to the left DLPCF improves proba-
bilistic association learning in a specific subset of schizophrenic
patients (Vercammen et al,, 2011). These findings were inter-
preted as an enhancement of DLPFC function primarily in indi-
viduals with relatively higher neural and cognitive reserve. Hoy
et al. observed the same tDCS effects on a working memory task
after a 2 mA stimulation (Hoy et al., 2014). Goder et al. showed
improved sleep-associated memory consolidation in patients with
schizophrenia when anodal tDCS oscillating at a frequency of
0.75 Hz was applied during sleep (Goder et al., 2013).

Cognitive enhancing properties of tDCS have also been
explored in a number of neurological diseases. For example, in
Alzheimer disease, Boggio et al. (2009) reported short-term facil-
itation effects on visual recognition memory after prefrontal and
temporal anodal tDCS applied 30 min at 2 mA, with no changes in
attention. More recently, Cotelli et al. demonstrated that repeated
sessions of anodal tDCS to the left DLFPC plus computerized
memory training led to an increase in performance in a face-
name association task (Cotelli et al., 2014). However, combined
treatment failed to ameliorate the memory performance more
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than memory training alone suggesting an absence of effects of
tDCS in this paradigm. It has also been shown that a single
tDCS session can ameliorate memory deficits in Parkinson’s dis-
ease. Boggio et al. enhanced WM by application of anodal tDCS
over the left DPFC at 2 mA, whereas stimulation with intensities
of 1 mA or of other area (motor cortex) provided no benefit in
WM performance (Boggio et al., 2006). Pereira et al. found that
anodal tDCS (at 2mA) applied over the left DLPFC enhanced
performance and functional connectivity in task-related net-
works in a verbal fluency task tested during fMRI (Pereira et al.,
2013).

Kang et al. reported increased response accuracy in a Go/NoGo
task tested 1 and 3 h after anodal stimulation at 2 mA over the
DLPFC in 10 patients with post-stroke cognitive decline (MMSE
< 25) (Kang et al., 2009). Jo et al. also reported that 10 patients
with subacute stroke achieved a significant improvement in the
accuracy of verbal two-back working memory after receiving the
tDCS to the left prefrontal cortex at an intensity of 2mA for
30min (Jo et al., 2009). Park et al. found that the concomitant
use of anodal tDCS with a computer-assisted cognitive rehabil-
itation program had a significant effect on improving attention
in post-stroke patients with mild-to-moderate cognitive dysfunc-
tion (Park et al., 2013).

In spite of the increasing number of clinical studies showing
beneficial effects of prefrontal tDCS on the domains of learning
and memory, its mechanism of action remains unclear. Recent
clinical studies have started to tackle this question (e.g., Keeser
et al,, 2011a,b; Amadi et al,, 2013; Dayan et al., 2013; Palm et al,,
2013; Plewnia et al., 2013; Stagg and Johansen-Berg, 2013); how-
ever, the cellular mechanisms underlying tDCS will likely require
the use of animal models.

ANIMAL MODELS OF tDCS

Animal models provide a powerful tool to identify the mech-
anisms by which tDCS modulates neural network function to
support improved cognition. In rats, tDCS was first used to eval-
uate the safety limits of cathodal stimulations (Liebetanz et al.,
2009) and to map brain activation patterns after tDCS (Takano
etal., 2011). In the latter study, the authors observed significantly
increased fMRI signal intensities in the frontal cortex and nucleus
accumbens of rats after anodal tDCS (of the frontal lobe), suggest-
ing that tDCS induces neuronal activation both in cortical and
subcortical areas. To date, few animal studies have addressed the
impact of tDCS on learning and memory processes.

tDCS FOR COGNITIVE ENHANCEMENT IN HEALTHY ANIMALS

Similar to humans, the prefrontal cortex (or more generally
speaking, the frontal lobe) has been the main target of animal
studies for its implication in working memory. In a recent paper,
Dockery et al. performed experiments in rats using the Allothetic
Place Avoidance Alternation Task (APAAT), a behavioral model of
visuospatial working memory and skill learning (Dockery et al.,
2011). In this paradigm, a recent memory is engaged by the
necessity to remember the location of a to-be-avoided sector
(punished by an electric shock), which is alternated daily. tDCS
on the frontal lobe (30 min/day before the APAAT task [3 days
in total], 200 WA, epicranial electrode: 3.5 mm? over the frontal

lobe, counter electrode: 10.5 cm? placed between the shoulders)
had no measurable short-term effect on on-going place avoidance
learning. However, in a follow-up session (18 days after the last
APAAT session), the rats previously treated with cathodal (but not
anodal) tDCS showed significantly more efficient place avoidance
and skill retention compared to controls. Other types of mem-
ory, such as associative learning processes, can also be affected by
tDCS (Marquez-Ruiz et al., 2012). In this case, tDCS was applied
to behaving rabbits via four silver-ball stimulating electrodes
(Imm in diameter, placed symmetrically above the skull 3 mm
from the right S1 vibrissa area on the somatosensory cortex) with
a saline-soaked sponge (35 cm? surface area) attached to the con-
tralateral ear serving as the counter electrode. The authors found
that the acquisition of classical eyeblink conditioning is potenti-
ated or depressed by the simultaneous application of anodal or
cathodal tDCS, respectively, when stimulation of the whisker pad
was used as a conditioned stimulus. These results suggest that
tDCS modulates the sensory perception processes necessary for
this type of associative learning (Marquez-Ruiz et al., 2012).

Recently, we have adapted a model of tDCS in mice and tested
its validity in a wide range of behavioral paradigms (Pedron
et al., 2014). We applied repeated anodal tDCS over the left
frontal cortex of the mouse (see, Figures 1A,B) and used a
2 x 20 min/day stimulation paradigm at 200 WA for 5 consecu-
tive days. In agreement with human studies, our data suggest
that repeated anodal tDCS improves long-term spatial memory
(in the Morris water maze, Figure 1C) and working memory
(object recognition, Figure 1D) without affecting behaviors such
as locomotor activity and anxiety-related behaviors (Pedron et al.,
2014).

Finally, Marshall and collaborators have investigated the
interaction of tDCS with hippocampo-neocortical rhythms and
reported that a transcranial slow oscillation stimulation during
sleep enhances memory consolidation in rats (anodes: bilaterally
over the prefrontal cortex; return electrodes: over the cerebellum;
sinusoidal constant current fluctuating between 0 and 5.6 pA at
a frequency of 1.5Hz applied during non-rapid eyes movement
sleep) (Binder et al., 2014a,b).

COGNITIVE ENHANCEMENT IN ANIMAL MODELS OF NEUROLOGICAL
DISORDERS

To the best of our knowledge, tDCS has yet to be tested for
enhancing cognition in animal models of psychiatric disorders,
but it has been shown to facilitate recovery from cognitive impair-
ments induced by stroke or status epilepticus in rats. After
cerebral ischemia, Yoon et al. employed a cup-shaped anodal
stimulation electrode positioned at the ischemic borderline, and
a rectangular rubber cathodal electrode (80 x 60 mm) fixed on
the anterior chest (Yoon et al.,, 2012) to inject a direct current
at an intensity of 200 pA for 20 min, once a day for 5 consec-
utive days. Both early (1 day) and late (1 week after ischemic
injury) treatment had a beneficial outcome on cognition (spatial
memory evaluated in the Barnes maze test) without exacerbat-
ing ischemic volume. Interestingly, this effect was not present
1 day after tDCS, but began to appear 2 weeks after the stim-
ulations and was maximal after 4 weeks. Therapeutic effects
of tDCS on cognition were associated with an increase in the
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FIGURE 1 | lllustration of the tDCS device used to deliver the electrical
stimulation in mice (Pedron et al., 2014) and main results obtained on
cognition. (A) The center of the stimulation electrode (anode) is
positioned over the left frontal cortex 1 mm anterior to the coronal fissure
and 1mm left of the sagittal fissure (Paxinos and Franklin, 2001). The
cathode (rubberplate electrode, 9.5¢cm?) is placed onto the ventral thorax
(not shown). (B) Anode: A tubular plastic jacket (internal diameter: 2.1 mm)
is surgically fixed onto the skull and filled with saline solution before the
stimulation. The stimulation electrode is screwed into the tubular plastic
jacket and immersed in the saline solution. Only the saline solution is in
contact with the skull. (C) Four month-old Swiss female mice were
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subjected to repeated anodal tDCS for 5 consecutive days (2 x 20 min/day
constant current, 0.2 mA). Long-term spatial memory was evaluated 2
weeks after the last stimulation in the Morris water navigation task
(training: left; test: right). tDCS significantly improved long-term spatial
memory. (D) Effect of repeated anodal tDCS on working memory
evaluated in an object recognition task (intertrial interval: 2min) 4 weeks
after the last stimulation. The novel object exploration (score in %) was
significantly higher than 50% in the tDCS group, reflecting a better
working memory performance compared to sham group for which the
score was not significantly different than 50%. &p < 0.05 and &&p < 0.01
vs. 25%, **p < 0.01 vs. sham, 55%p < 0.001 vs. 50%; N = 8 per group.

expression of Map-2 (a stabilizer of microtubules growth) and
Gap-43 (a neuronal growth-promoting gene) in the early treat-
ment group and in the late treatment group, respectively, in both
peri-lesional and contra-lesional cortex. Kamida et al. used catho-
dal tDCS (1.5mm to the right, 2mm anterior from bregma;
counter electrode: 1cm needle electrode inserted into the back
of the neck, 30 min per day for 2 weeks at 200 pA) to evalu-
ate its effect on seizures and spatial memory deficits following
pilocarpine-induced status epilepticus in immature rats (Kamida
et al., 2011). Repeated cathodal tDCS reduced seizures, spatial
memory impairments, status epilepticus-induced hippocampal
cell loss, and supragranular and CA3 mossy fiber sprouting.

POTENTIAL MECHANISMS OF ACTION AND PERSPECTIVES

CANDIDATE MECHANISMS UNDERLYING tDCS ACTION ON COGNITION
To date, it is known that tDCS modifies the resting membrane
potential when online and induces prolonged offline after-effects
similar to long-term potentiation/depression (Paulus, 2004), con-
sidered to be the cellular mechanisms of learning and memory.
For example, in humans the long-lasting effects of tDCS (both
anodal and cathodal) on the primary motor cortex are suppressed
after NMDA-receptor blockade indicating a dependence on glu-
tamatergic activity (Liebetanz et al., 2002). Moreover, previous

experiments in rats have shown that anodal polarization directly
applied to the cortex has the ability to modulate neural plasticity
(i.e., c-Fos activation) via activation of NMDA receptors (Islam
et al., 1995).

Our team has started to investigate the role of adult neuro-
genesis as a mechanism involved in tDCS action. Neurogenesis
in the hippocampus is of particular interest as tDCS induces
both antidepressant effects and enhances cognition in humans
and mice, two phenomena critically linked to the generation
of new neurons in the adult dentate gyrus (Deng et al., 2010;
Eisch and Petrik, 2012). In addition, the time course for the
onset of long term tDCS effect on depression-related behav-
ior and on cognition in our animal model (after several weeks,
Pedron et al., 2014) is consistent with the delay necessary for
newly generated cells in the hippocampus to be functionally
integrated (Klempin et al., 2010). Of particular interest is the
impact of tDCS on brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
levels. This growth factor is important for long-term memory
(Bekinschtein et al., 2008), is involved in depressive-like behaviors
and antidepressant drug action, and can modulate neurogene-
sis levels (Castren and Rantamaki, 2010; Vithlani et al., 2013).
A recent study has shown that BDNF activation is necessary
for DCS-induced long-term potentiation in mouse M1 slices
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(Fritsch et al., 2010). Enhancement of motor skill acquisition by
anodal tDCS also seems to be related to BDNE, as the BDNF
val66met polymorphism in humans is associated with decreased
proclivity to tDCS-induced benefits on skill learning (Fritsch
etal., 2010). Other indirect mechanisms cannot be ruled out, such
as the impact of tDCS on cortical blood perfusion (Wachter et al.,
2011; Stagg et al., 2013).

LIMITATIONS AND FUTURE DIRECTIONS

One outstanding question in the above-mentioned studies is:
where does the current flow? Considering that tDCS has poor spa-
tial resolution on brain tissue, it is important to acknowledge the
limitation on the precision with which tDCS is able to target spe-
cific areas of the brain. A main issue is the difference between the
electrodes used in animals and those used in clinical applications,
preventing direct comparisons of current density and voltage dis-
tributions between experimental models (higher current densities
are often reported in animals). Because in humans the outcome of
stimulation depends of the amount of current delivered, it would
be necessary to test whether similar dose-response curves occur in
animals and attempt stimulation parameters more closely related
to clinical studies. Another limiting factor is the considerable pro-
tocol variations particularly among animal models. This lack of
standardization is deleterious and could contribute to the discrep-
ancy sometimes observed in the literature. The standardization
of physical parameters, namely the current density and shape,
electrodes size, shape and localization (2 epicranial electrodes
vs. 1 epicranial/ 1 outside the skull), the duration and number
of stimulations, and the state of animals during the stimulation
(awake or anesthetized) would greatly aid in the elucidation of
the mechanisms and efficacy of tDCS.

Another often overlooked point is the population on which
tDCS is used. The interaction of stimulation polarity, cognitive
domain and other intra- and interindividual variables such as
anatomic or genetic factors (Plewnia et al., 2013; Kim et al., 2014),
personality (Pena-Gomez et al., 2011; Pripfl et al., 2013), cogni-
tive strategy (Berryhill and Jones, 2012) and baseline neuronal
activation state (Jacobson et al., 2012) need to be taken into con-
sideration. Likewise, the age at which electrical stimulation occurs
(Kessler et al., 2013) might be a key determinants for the physio-
logical and behavioral outcomes of the stimulation. tDCS effects
might for example be stronger/different and possibly harmful if
applied to the brain during a critical stage of development such
as during adolescence when the prefrontal cortex is still not fully
mature.

Finally, further basic research is needed to elucidate the dura-
tion of the effects of tDCS on memory, which require evaluations
at different time-points. The eventual necessity to re-stimulate
the brain to maintain the beneficial effects of tDCS has yet to be
investigated.

In conclusion, the data reported here are very promising and
show that electrical stimulation of the brain is able to improve
cognition in humans, in both healthy and in patients with psychi-
atric or neurological disorders. However, before it can be applied
as a therapeutic tool, there is a clear need for method standardiza-
tion and for a better understanding of its mode of action through
the combined use of clinical research and animal models.
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Repeated Transcranial Direct Current Stimulation
Prevents Abnormal Behaviors Associated with Abstinence
from Chronic Nicotine Consumption

Soléne Pedron', Julie Monnin'?, Emmanuel Haffen'?, Daniel Sechter' and Vincent Van Waes*"'
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Successful available treatments to quit smoking remain scarce. Recently, the potential of transcranial direct current stimulation (tDCS) as a
tool to reduce craving for nicotine has gained interest. However, there is no documented animal model to assess the neurobiological
mechanisms of tDCS on addiction-related behaviors. To address this topic, we have developed a model of repeated tDCS in mice and used
it to validate its effectiveness in relieving nicotine addiction. Anodal repeated tDCS was applied over the frontal cortex of Swiss female mice.
The stimulation electrode (anode) was fixed directly onto the cranium, and the reference electrode was placed onto the ventral thorax. A
2 x 20 min/day stimulation paradigm for five consecutive days was used (0.2 mA). In the first study, we screened for behaviors aftered by the
stimulation. Second, we tested whether tDCS could alleviate abnormal behaviors associated with abstinence from nicotine consumption. In
naive animals, repeated tDCS had antidepressant-like properties 3 weeks after the last stimulation, improved working memory, and
decreased conditioned place preference for nicotine without affecting locomotor activity and anxiety-related behavior. Importantly,
abnormal behaviors associated with chronic nicotine exposure (ie, depression-like behavior, increase in nicotine-induced place preference)
were normalized by repeated tDCS. Our data show for the first time in an animal model that repeated tDCS is a promising, non-expensive
clinical tool that could be used to reduce smoking craving and facilitate smoking cessation. Our animal model will be useful to investigate the

INTRODUCTION

Transcranial direct current stimulation (tDCS) is a neuromo-
dulatory technique that consists in stimulating the cerebral
cortex with a weak constant electric current in a non-invasive
and painless manner. Since a decade ago, tDCS has been used
experimentally to treat several psychiatric disorders, includ-
ing depressive symptoms (Brunoni et al, 2012; Nitsche et al,
2009). The mechanisms underlying its effects are not well
understood, but early studies in animals using current
directly applied to the cortex suggest that anodal stimulation
causes a depolarization of the resting membrane potential
and increases the firing rates of cortical neurons in the tissue
under the electrode (Bindman et al, 1964; Purpura and
McMurtry, 1965; Stagg and Nitsche, 2011).

Recently, the use of tDCS-induced modulation of cortical
excitability has gained interest in the scientific community
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mechanisms underlying the effects of tDCS on addiction and other psychiatric disorders.
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as a means to decrease maladaptive behaviors in drug-
dependent patients (Feil and Zangen, 2010). Two prelimin-
ary clinical studies carried out in chronic smokers support/
exemplify tDCS efficacy in relieving addiction-related
behaviors (Boggio et al, 2009; Fregni et al, 2008). In these
studies, the dorsolateral prefrontal cortex (DLPFC) was
targeted because smoking craving processing has been
associated with enhanced activity of this area (Brody et al,
2002; Due et al, 2002; McBride et al, 2006; Wilson et al,
2004). In the first clinical trial, Fregni et al (2008) showed
that a single-tDCS session over the DLPFC reduced cue-
induced smoking craving in tobacco users. Participants
received three different types of tDCS: sham tDCS, anodal
tDCS of the left DLPFC, and anodal tDCS of the right DLPFC
(a single session of 2 mA for 20 min). Before and right after
the electrical stimulation, they completed a visual analog
scale (VAS) to evaluate mood and a nicotine-based VAS to
measure craving levels. The authors found that stimulation
of both left and right DLPFC with active, but not sham,
tDCS reduced general and smoking cue-induced nicotine
craving with no other significant mood changes associated
with the tDCS treatment. In the second study (Boggio et al,
2009), chronic smokers were randomized to receive either
sham tDCS or active anodal tDCS of the left DLPFC for five
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consecutive days (2mA, 1 session of 20 min per day). The
results indicated a cumulative effect of tDCS such that the
magnitude of tDCS on reducing cue-induced craving
increased after each session. Nonetheless, the duration of
this phenomenon was not evaluated in this work.

These preliminary findings are very encouraging because
current available treatment options for smoking cessation
remain limited and/or are associated with poor long-term
success rates (O’Brien, 2008). Several approaches, such as
nicotine replacement therapy (patch, chewing gum, electro-
nic cigarette), drugs (eg, brupopion, varenicline), and
psychotherapy (behavioral and motivational interventions)
are used for the purpose of decreasing smoking craving
(see Stead and Lancaster, 2012); however, their relative poor
efficacy and potential drug side effects limit the use of these
methods. In this context, electrical stimulation of specific
brain regions appears as innovative and attractive technique
worth of further investigation to reduce smoking craving
(Fraser and Rosen, 2012).

In spite of these promising results, a suitable experi-
mental animal model with translational value is presently
lacking in order to investigate the mechanisms underlying
tDCS effects on addiction-related behavior. The aim of the
present work is to characterize an animal model that can be
used to study the neurobiological mechanisms associated
with the efficacy of the tDCS treatment. The first step
toward this goal is to demonstrate that protocols of tDCS in
laboratory animal can result in positive/negative outcomes
on a variety of behavioral measures that are clinically
relevant. On the basis of the work of Liebetanz et al (2006;
2009), we have developed a model of repeated tDCS in mice
with an experimental paradigm similar to that used in
clinical trials. In a first experiment, we screened naive
animals (never exposed to nicotine) for behaviors altered by
repeated tDCS (depression, anxiety, memory, and reinfor-
cing effect of nicotine). In a second set of experiments, we
tested whether tDCS could alleviate behaviors associated
with abstinence from chronic nicotine consumption during
adolescence (postnatal day, PND 30-43), a period of high
vulnerability to nicotine exposure (Iniguez et al, 2009). Our
data show for the first time in an animal model that
repeated tDCS has antidepressant properties and decreases
the reinforcing effect of nicotine consistent with the
outcomes observed after repeated tDCS in humans.

MATERIALS AND METHODS
Subjects

Swiss female mice (Janvier, Laval, France) were housed 4-5 per
cage under standard laboratory conditions (12:12-hour light/
dark cycle; lights on at 0700 hours) with food and water
available ad libitum. Before the surgery, mice were allowed 1
week of acclimation, during which they were repeatedly
handled. All procedures met the NIH guidelines for the care
and use of laboratory animals and were approved by the
University of Franche-Comté Animal Care and Use Committee.

Surgery

A tubular plastic jacket (internal diameter: 2.1 mm) was
surgically fixed onto the skull 1 week before the stimulation

Neuropsychopharmacology

Figure | lllustration of the tDCS device used to deliver the current
stimulation. (a) The mouse is placed in a custom-made restraint box. The
anode (contact area 3.5 mm?) is positioned over the left frontal cortex and
the cathode (rubber-plate electrode, 9.5 cm?) onto the ventral thorax. A
2 x 20 min/day constant current of 0.2 mA is applied transcranially using a
direct current stimulator (DC-Stimulator Plus) for five consecutive days,
with a linear fade in/fade out of 10s. (b) The center of the electrode is
positioned over the left frontal cortex | mm anterior to the coronal fissure
and | mm left of the sagittal fissure (adapted from Paxinos and Franklin,
2001). (c) Anode: a tubular plastic jacket (internal diameter: 2.1 mm) is
surgically fixed onto the skull and filled with saline solution before the
stimulation. The stimulation electrode is screwed into the tubular plastic
jacket and dip in the saline solution. Only the saline solution is in contact
with the skull.

protocol (Figure 1). Animals were anesthetized with
ketamine hydrochloride/xylazine (80 mg/12 mg/kg, respec-
tively; i.p.) and were placed in a stereotaxic apparatus. The
center of the plastic jacket was positioned over the left
frontal cortex 1 mm anterior to the coronal fissure and
1 mm left of the sagittal fissure (Figure 1b) and fixed with a
coating of glass ionomer cement (GC Fuji I, Leuven,
Belgium). After surgery, all animals were allowed to recover
for 1 week before undergoing tDCS. During this period as
well as during the electrical stimulations, mice were placed
in individual cages. Experimental design of experiments 1
and 2 is summarized in Figures 2a and 3a.

Stimulation Protocol

The jacket was filled with saline solution (NaCl 0.9%) before
the stimulation to establish a contact area of 3.5mm’
toward the skull. The stimulation electrode (anode,
Figure lc, DIXI Medical, Besangon, France) was screwed
into the tubular plastic jacket. A larger conventional rubber-
plate electrode (cathode, 9.5 cm?; Physiomed Elektromedi-
zin AG, Schnaittach, Germany) served as the counter-
electrode and was placed onto the ventral thorax (adapted
from Liebetanz et al, 2009, Figure 1la). This setting
prevented the bypassing of currents (shunting effect) that
would occur in the case of two juxtaposed encephalic
electrodes in mice. An anodal 2 x 20min/day constant
current of 0.2 mA was applied transcranially over the frontal
cortex using a DC-Stimulator Plus (NeuroConn, Ilnemau,
Germany) for five consecutive days, with a linear fade in/
fade out of 10s (Ferrucci et al, 2009; Rigonatti et al, 2008).
Animals were awake and restrained during the tDCS
(Figure 1a) to prevent possible interactions between tDCS
effects and anesthetic drugs. Control animals were subjected



tDCS reduces rewarding effects of nicotine in mice
S Pedron et al

a
Locomotion, Morris Water Locomotion, Object CPP NiC
Surgery | EPM, FST Maze EPM, FST recognition 0.5mg/kg
I tDCS or L
|sh+am] 3 days 2 weeks 3 weeks 4 weeks 5 weeks
4 month-old
| Time post-tDCS
CPPNiC
0.5mg/kg
b locomotor activity C anxiety-related behavior o  depression-related behaviors
3600 60 @ 160 360 [sham
—~ 3200 g © 2 140 320 WDEs
= £ 0 = _
S 2800 £ 8 1204 @ 280 -
5 s E % 2 2404
2 2400 s 40 E 5 2
s g 7 197 £ 200
£ 2000 1 @ 2
T 2 30 = 80 E i
@ i s @ w 160 *
8 1600 £ €
< £ * @
8 © 60 & 1204
B 1200 7 g 20 8 L
< 8007 & 3 404 oo £
S 2 104 > 40
o
i E g 204
< 400 £ § o
0-1 0 5 o T 1 T 1
3 days 3 weeks 3 days 3 weeks 3 days 3 weeks 3 days 3 weeks
e addiction-related behavior f working memory (2 min) long-term spatial memory
40 1004

%k
904

80+ 8§88
704
60
50

304 ##

204

HH

404
304
204
104

preference score (%)
novel object exploration (%)

nicotine 0.5 mg/kg

3 days 5 weeks 4 weeks

304 100

training test
25+
7571
20

50

latency to find the hidden platform (s) (Q

time spent in the target quadrant (%)

&&
10 K] % M
25
5
tDCS effect F(1,14)=3.95, p=0.07
0 T T 0 T 1
D1 D2 D3 D5 D8
2 weeks 2 weeks

Figure 2 Experiment |. (a) Experimental design. Four-month-old Swiss female mice never exposed to nicotine were subjected to repeated anodal tDCS
for five consecutive days (2 x 20 min/day constant current, 0.2 mA). Behavioral effects of tDCS were screened from 3 days to 5 weeks following the last
electrical stimulation. The same animals were used in all behavioral tests (sham N =8, tDCS N = 8) except in the CPP test at 3 days for which another batch
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repeated anodal tDCS on (b) locomotor activity, (c) anxiety-related behavior, (d) depression-related behaviors, and (e) addiction-related behavior 3 days
and 3-5 weeks following the last electrical stimulation. (f) Effect of repeated anodal tDCS on working memory 4 weeks after the last stimulation and
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to the same procedure (surgeries, restraint box, electrode
montage), but current was not delivered.

Nicotine Treatment during Adolescence

Adolescent mice (PND 30-43) were treated twice a day for
14 consecutive days with nicotine (1 mg/kg i.p. in 0.2ml,
time between injections: 6h; (—)-nicotine hydrogen
tartrate salt, SIGMA, France; Figure 3a). Control mice were
injected with NaCl 0.9% following the same schedule.

Behavioral Tests

Body weight, food, and water consumption. The weight
of mice and food/fluid intake during the 24-h period were
monitored throughout the experiments.

Locomotor activity. A system that automatically analyzes
locomotor activity of mice in a cage similar to their home
cage (Activmeter, Bioseb, France) was used to record the
total distance traveled (in cm) by the mice during 16 min.
This system consists of a transparent plastic cage (17 x
21 x 14 cm) and uses cage vibrations to measure locomotion.

Elevated plus maze. Anxiety-related behavior was exam-
ined in the elevated plus maze (EPM) test (Walf and Frye,
2007). The arms (two open without walls and two enclosed
by 45 cm high walls) were 30 cm long, 6 cm wide, and raised
off the floor by 50 cm. Each animal was placed in the center
square of the apparatus facing a closed arm and was allowed
to move freely for 5min. The test was recorded with a video
camera and analyzed using the Ethovision system (video-
tracking, Noldus, Paris, France). The parameter used to
assess anxiety-related behavior was the percentage of time
spent in the open arms during the 5 min.

Forced swim test. We adapted the forced swim test (FST)
method from Porsolt et al (1977). Each mouse was placed
into a beaker (height 26 cm, diameter 18 cm) containing
water at a temperature of 32+ 2 °C and a depth of 17 cm so
that the mouse could neither escape nor touch the bottom.
Each test lasted 6min and was video recorded for
subsequent scoring by a blind observer of the latency
before the first episode of immobility and the total time
spent immobile. Mice were considered immobile when they
ceased struggling and remained floating motionless in the
water for at least 2s.
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Figure 3 Experiment 2. (a) Experimental design. Adolescent mice were treated twice a day for |4 consecutive days with nicotine (I mg/kg i.p.) postnatal
day (PND) 30-43. Control mice were injected with NaCl 0.9% following the same schedule. Nicotine and NaCl-treated animals were submitted to
repeated anodal tDCS or sham stimulations for five days (PND 60-64). Animals were then tested for locomotor activity, anxiety- and depression-related
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Novel object recognition task. Two objects (figurines)
with different forms and colors were used for the
experiments. There were two copies of each object. A
preliminary test was carried out to verify there was no
preexisting preference for any of the figurines. Mice were
habituated to the empty test arena (diameter: 47 cm) 10 min
per day for four consecutive days before the object
recognition test. During the exposure phase, two identical
copies of the sample object were placed in the arena, and
mice were allowed to explore the objects for 10 min. After an
intertrial interval of 2min in the home cage, mice were
placed again in the test arena for 5 min (test phase). During
this phase, the arena contained one object used in the
exposure phase and one novel object. The arena and objects
were wiped down with 70% ethanol between trials to
minimize olfactory cues. Novel object exploration during
the test phase was determined as the percentage of time
spent with the nose not more than 1 cm away from the novel
object divided by the total time spent to explore the two
objects. The test was recorded with a video camera and
analyzed using the Ethovision system.

Morris water maze. A circular pool (diameter: 130 cm,
height: 30 cm) was filled to a depth of 10cm with water
(32 £2°C) and placed in a room with visual cues. Over three
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consecutive days, mice were given 12 training trials per
day. A clear platform (diameter: 9cm) was placed at the
midpoint of one quadrant, submerged 0.5cm below
the water surface, and fixed in the same place throughout
the training trials. The point of entry of the mouse into the
pool was randomized. When a mouse located the platform,
it was allowed to remain on it for 20s. If the mouse could
not locate the platform within 60s, it was gently navigated
to the platform and remained on it for 20s. The parameter
evaluated was the latency to find the hidden platform in
seconds. A test trial was then carried out 2 and 5 days after
the last training trial. During the test trial, the platform was
removed, and mice were allowed to swim freely for 60 s. The
percentage of time spent in the target quadrant (containing
the hidden platform during the training trials) was recorded
and compared with 25%. The test was monitored using the
Ethovision system.

Nicotine-induced conditioned place preference. The con-
ditioned place preference apparatus consists of two main
compartments linked by a corridor displaying each different
features: visual (wall patterns) and tactile (floor texture). On
day 1 (pre-conditioning), mice were placed in the corridor
and allowed free access to the compartments for 10 min.
The time spent in each compartment was recorded using the



Ethovision system. On days 2-4 (conditioning phase) mice
received injections of nicotine (0.5 mg/kg, i.p.) or vehicle and
were immediately confined into one of the two conditioning
compartments for 15min (drug pairing was biased to the
least preferred chamber). On day 5 (post-conditioning), mice
were once again allowed free access to the compartments for
10min. Percentage of time spent in the drug-paired
compartment was calculated during the pre-conditioning
and the post-conditioning phases as follows: drug-paired
compartment (s)/(drug-paired compartment (s)+ NaCl-
paired compartment (s)) x 100. The preference score was
determined as the difference between the percentages of time
spent in the drug-paired compartment during the post-
conditioning and pre-conditioning sessions.

Statistical Analysis

The results were expressed as mean + SEM. Significance was
set at p <0.05. Repeated analysis of variance (ANOVA) was
used to analyze body weight, food/fluid consumption,
locomotor activity, anxiety-, and depression-related beha-
viors with group as between-subject variable (experiment I:
sham, tDCS; experiment 2: NaCl-sham, NiC-sham, Nic-
tDCS) and time as within-subject variable (3 days, 3 weeks).
Repeated ANOVA was also used to analyze long-term
spatial memory in experiment 1 with tDCS as between-
subject variable (sham, tDCS) and time as within-subject
variable (D1, D2, D3; D5, D8). Student’s t-test (experiment
1) or one-way ANOVA (experiment 2) was used to analyze
addiction-related behavior at 3 days, 4, or 5 weeks.
Newman-Keuls post hoc tests were used to describe
differences between individual groups. Student’s t-tests
were also used to compare the means of each group with a
standard value (ie, 0% for the conditioned place preference,
50% for the novel object recognition task, and 25% for the
test trial in the Morris water maze).

RESULTS
Experiment 1

Body weight, locomotor activity, and anxiety-related
behavior. tDCS had no impact on body weight or on
food and fluid consumption 3 days and 3 weeks after the
last electrical stimulation (data not shown). Neither
locomotor activity (total distance traveled during 16 min,
Figure 2b), nor anxiety-related behavior (percentage of time
spent in the open arm of the EPM during 5 min, Figure 2c)
was affected by tDCS. Although tDCS caused a slight drop in
anxiety-related behavior (Figure 2c), this effect was not
significant (ANOVA tDCS effect: F(1,14)=1.93, p=0.19;
time effect: F(1,14) = 1.57, p =0.23; tDCS x time interaction:
F(1,14) =0.11, p=0.74).

Depression-related behaviors. In the FST, tDCS differ-
ently affected the latency before the first immobility
(Figure 2d, left) and the immobility time (Figure 2d, right)
depending on the time post stimulation (ANOVA tDCS x
time interaction: F(1,14) =7.67, p<0.05 and F(1,14) =7.14,
p<0.05, respectively). Post hoc Newman-Keuls analysis
revealed that, relative to sham controls, tDCS significantly
increased the latency before the first immobility (Figure 2d,
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left, **p <0.01) and decreased immobility time (Figure 2d,
right, *p<0.05) 3 weeks after the last stimulation, but not
after 3 days (all p>0.05). The sham group was affected by
the repetition of the test as evidenced by a significant
decrease in the latency before the first immobility and
increase in the time spent immobile between 3 days and 3
weeks (°°p<0.01, Figure 2d). A complementary experiment
with a different batch of mice tested only 3 weeks after the
last stimulation confirmed the antidepressive-like property
of tDCS in the FST (data not shown).

Addiction-related behavior. Nicotine (0.5mg/kg) in-
duced a significant place preference in the sham group 3
days (p<0.01 vs 0%, Figure 2e) and 5 weeks (p <0.01 vs 0%)
following sham stimulations. Animals submitted to repeated
anodal tDCS also displayed a place preference for nicotine 3
days after the last stimulation (p<0.05 vs 0%). However, 3
weeks after the last stimulation, the preference score for
nicotine was not significantly different from 0% (p =0.23).
Student’s t-test did not reveal a significant direct difference
between sham and tDCS groups.

Working memory. The percentage of exploration of the
novel object during the test phase was not significantly
different from 50% in the sham group, indicating that
animals did not differentiate the novel object from the
object already presented with an intertrial interval of 2 min
(sham group: p=0.68 vs 50%, Figure 2f). In contrast, mice
exposed to active tDCS explored significantly more the
novel object than the object already presented (tDCS group:
Pp<0.001 vs 50%).

Long-term spatial memory. There was only a trend for a
beneficial global effect of tDCS on learning performances
(ANOVA tDCS effect: F (1,14) =3.95, p=0.07, Figure 2g,
left). This effect was reflected in the test trials in which both
groups spent significantly more time (compared to 25%) in
the quadrant associated with the platform (target quadrant)
than in the other quadrants at day 5 (all p <0.05) but not at
day 8 when only the tDCS group performed well (sham
p=0.35, tDCS p<0.01 vs 25%; Figure 2g, right). Repeated
ANOVA, however, did not reveal any significant effect of
tDCS on spatial memory in the test trials (ANOVA tDCS
effect: F(1,14)=0.03, p=0.86, time effect: F(1,14)=2.23,
p=0.16, tDCS x time interaction: F(1,14) =0.17, p =0.68).

Experiment 2

Locomotor activity and anxiety-related behavior. Loco-
motor activity in adults tended to be affected differently by
the group depending on the time post stimulation (ANOVA
group x time interaction: F(2,26)=3.09, p=0.06,
Figure 3b). Post hoc Newman-Keuls analysis indicated that
tDCS significantly reduced locomotor activity in nicotine-
treated animals 3 weeks after the last stimulation (NiC-sham
vs NiC-tDCS, p<0.05). The percentage of time spent in the
open arm of the EPM after nicotine withdrawal was not
affected by the group (ANOVA group effect: F(2,26) =0.27,
p=0.77, group X time interaction: F(2,26) =0.05, p =0.95,
Figure 3c).
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Depression-related behaviors. The time spent immobile
in the FST during adulthood was significantly affected by
the experimental conditions (ANOVA group effect:
F(2,26) =4.66, p<0.05, Figure 3d). Post hoc Newman-
Keuls analysis revealed that nicotine exposure during
adolescence increased the time spent immobile in the FST
during adulthood (NaCl-sham vs NiC-sham, p<0.05).
Exposure to repeated tDCS normalized this parameter
(NiC-sham vs NiC-tDCS, p <0.05, NaCl-sham vs NiC-tDCS,
p=0.51). When time was taken into consideration, tDCS
significantly reduced the immobility in nicotine-pretreated
animal only 3 weeks after the stimulation (NaCl-sham vs
NiC-sham, p <0.05 and NiC-sham vs NiC-tDCS at 3 weeks,
p<0.05). Three weeks after the stimulation, animals
exposed to nicotine during adolescence and stimulated
during the withdrawal period did not differ from animals
never exposed to nicotine and not stimulated (NiC-tDCS vs
NaCl-sham, p =0.98).

Addiction-related behavior. As in experiment 1, injec-
tions of nicotine (0.5 mg/kg, i.p) induced a place preference
in the sham group never exposed to nicotine (NaCl-sham,
p<0.05 vs 0%, Figure 3e). Exposure to nicotine during
adolescence robustly increased the place preference induced
by nicotine in adults (ANOVA group effect: F(2,26) = 5.21,
P <0.05; Nic-sham vs NaCl-sham, p <0.05; vs 0%, p<0.001).
tDCS significantly reduced nicotine-induced place prefer-
ence in nicotine-pretreated animals (NiC-sham vs Nic-tDCS,
p<0.01). Animals exposed to nicotine during adolescence
and stimulated during the withdrawal period did not differ
from animals never exposed to nicotine and not stimulated
(Nic-tDCS vs 0%, p<0.05; NiC-tDCS vs NaCl-sham,
p=0.32).

DISCUSSION

The present study is the first to show that repeated anodal
tDCS over the frontal lobe induces long-lasting modulation
of the behavior in mice. Notably, tDCS decreases abnormal
behaviors associated with abstinence in an animal model of
chronic nicotine consumption. These results provide
important preclinical evidence for the use of electrical brain
stimulation in promoting smoking cessation and potentially
ameliorating other addiction-related behaviors in depen-
dent patients (Boggio et al, 2009; Fregni et al, 2008).
There is a growing body of evidence to suggest that tDCS
has an antidepressant effect in humans (for review see
Brunoni et al, 2012; Nitsche et al, 2009), but, to the best of
our knowledge, this has never been shown in an animal
model. Our study demonstrates that repeated anodal tDCS
per se produces significant antidepressant-like effects in
mice in the most frequently used test of learned helplessness
(3 weeks after the stimulations). This effect seems relatively
specific as body weight, food/drink consumption, locomo-
tor activity, and anxiety-related behavior were unaffected
both 3 days and 3 weeks following the treatment. It is
known that the ‘acute’ physiological effects of a single tDCS
session are not limited to modulation of cortical excitability
during stimulation and may outlast the stimulation period
by several minutes or even hours (Bindman and
Richardson, 1969; Nitsche et al, 2003; Nitsche and Paulus,
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2000; Ohn et al, 2008); however, the long-lasting effects of
repeated stimulation on behavior have never been reported
before. The effects of such repeated sessions of anodal tDCS
on the immobility in the FST were present at 3 weeks but
absent 3 days after the last stimulation. Interestingly, this
delayed response is reminiscent of the delayed therapeutic
onset of antidepressants typically reported in humans (Lam,
2012). However, in rodents, the behavioral effects of
antidepressant drugs (eg, selective serotonine reuptake
inhibitors, SSRIs) are usually observed acutely after a single
injection, suggesting different mechanisms of action be-
tween SSRI antidepressants and tDCS.

Repeated anodal tDCS had minimal impact on spatial
learning and memory in the Morris Water Maze. Conversely,
our stimulation protocol significantly improved mice
performance in a working memory task. This result is in
accordance with a growing number of studies, indicating an
improvement of working memory by anodal tDCS (Boggio
et al, 2006; Fregni et al, 2005; Ohn et al, 2008). In a recent
work, Zaehle et al (2011) studied working memory function
in humans several minutes after a single tDCS over the
DLPFC (15min, ImA) in combination with neurophysiolo-
gical methods. Working memory was improved, and
oscillatory brain activity was affected, as evidenced by
amplified oscillatory power in the theta and alpha
bands after the stimulation. Our study assessed for the first
time the impact of repeated anodal tDCS (2 sessions
per days, 5 consecutive days) and demonstrates that this
protocol has long-lasting beneficial consequences in working
memory of mice for at least 4 weeks. Longer time points
remain to be tested to determine more precisely the duration
of this effect.

Antidepressants can be used to facilitate smoking cessa-
tion (Hughes et al, 2007). What about tDCS? Chronic
exposure to nicotine during adolescence induces depres-
sion-related behavior in adult rats (1 month after nicotine
withdrawal (Iniguez et al, 2009)). Interestingly, Iniguez et al
(2009) demonstrated that the altered behaviors observed
after nicotine withdrawal can be prevented in rats by either
subsequent re-exposure to nicotine or antidepressant
treatment (fluoxetine or bupropion; 10 mg/kg). Similarly,
our results show that mice exposed to nicotine during
adolescence display increased immobility time in the FST
after nicotine withdrawal. In agreement with the pre-
vious work, this alteration was normalized by our repeated
anodal tDCS protocol. Our study also shows that expo-
sure to nicotine during adolescence dramatically increases
nicotine-induced place preference (0.5 mg/kg) in adult mice,
an effect that was completely abolished by the electrical
stimulations.

In the brain, nicotine binds to nicotinic cholinergic
receptors, which are ligand-gated ion channels that nor-
mally bind acetylcholine. Stimulation of nicotinic choliner-
gic receptors is known to evoke dopamine release in the
cortical and subcortical dopaminergic systems, which
are critical for the reinforcing effects of nicotine. This effect
can be direct via the activation of dopaminergic neurons
or indirect via the stimulation of other neurotransmitters’
release including glutamate. Animal experiments have
shown that descending pathways from the frontal cortex
modulate the release of dopamine in subcortical areas such
as the striatum (Karreman and Moghaddam, 1996; Taber



and Fibiger, 1993, 1995). There is evidence that this occurs
both directly via glutamatergic corticostriatal projections
(Taber and Fibiger, 1995) and indirectly through an effect
on mesostriatal dopamine neurons in the midbrain
(Karreman and Moghaddam, 1996). As a possible mechan-
ism of action, we hypothesize that anodal tDCS could
promote a direct or indirect modulation of subcortical
dopamine release involved in nicotine addiction. However,
to definitively conclude that tDCS impacts nicotine
consumption, it will be necessary to substantiate our
findings in an intravenous self-administration paradigm.

Important questions remain to be answered, such as
whether tDCS effects are specific for the reinforcing effect of
nicotine, whether it would also work for other drugs of
abuse (eg, alcohol, psychostimulants), and whether it affects
the response to natural rewards (eg, sexual activity,
appetite). Our preliminary data suggest that the reinforcing
effect of food is not altered by transcranial stimulations (no
change in food/fluid consumption), but more detailed work
is necessary to address this question. A limit in our work is
that all of our experiments were carried out in female mice;
therefore, additional studies are warranted to determine if
our findings can be extrapolated to male mice. A final
important consideration is the equivalence of our stimula-
tion paradigm in animal vs humans. Indeed, our stimulation
protocol (time, length, repetition) is the same as the one
used in clinical trials, but the intensity is lower: 0.2 mA vs
2mA. However, in our animal model, the current density is
much more elevated due to the small size of the electrode
(57.1 vs 0.57 A/m? for clinical trials). This is of importance
because the area stimulated by the current might be
significantly different in mice and in humans, in particular
if the size of the brain is taken into account. Future studies
will need to determine the minimal amount of current
necessary in our model to maintain the efficiency in
alleviating abnormal behaviors associated with chronic
nicotine consumption, to explore the importance of the
polarity, and to assess whether the effects are specific to the
area stimulated or simply due to a generalized stimulation
of the mouse brain.

Taken together, our findings indicate that (1) our tDCS
protocol results in behavioral outcomes similar to the ones
observed in clinical trials, (2) exposure to nicotine during
adolescence promotes abnormal behaviors during adult-
hood (depressive-like behavior, increase in the rewarding
effect of nicotine), and (3) that this detrimental effect might
be prevented by repeated anodal tDCS treatment. Our
results also highlight the time dependence of the tDCS
effects, which seems to be more prominent 3 weeks after the
last tDCS session. On the basis of the research presented
here, our experimental animal model provides a framework
to investigate the effects of tDCS on smoking craving and,
more importantly, to explore the neurobiological changes
that underlie the beneficial effects of tDCS on this and other
addiction-related behaviors.
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ABSTRACT

Transcranial direct current stimulation (tDCS) is a non-invasive method to modulate cortical excitability. This tech-
nique is a promising emerging tool to treat several neuropathologies, including addiction. We have previously shown
in mice that repeated tDCS normalizes pathological behaviors associated with chronic nicotine exposure. Here, we
evaluated, in adult female mice, the impact of tDCS on cocaine-induced behavior and gene regulation in corticostriatal
circuits implicated in psychostimulant addiction. Anodal tDCS was applied transcranially over the frontal cortex. Three
weeks after repeated tDCS, we investigated the induction of a gene expression marker (Zif268) by cocaine (25 mg/kg) in
26 cortical and 23 striatal regions using in situ hybridization histochemistry. We also assessed place preference condi-
tioning by cocaine (5, 10 and 25mg/kg). tDCS pretreatment increased basal expression and attenuated cocaine
(25 mg/kg)-induced expression of Zif268 in specific corticostriatal circuits. Cocaine-induced locomotor activation
(25 mg/kg) and place preference conditioning (5 and 25 mg/kg) were also reduced. These results demonstrate that
tDCS can attenuate molecular and behavioral responses to cocaine for several weeks. Together, our findings provide

pre-clinical evidence that such electrical brain stimulation may be useful to modify the psychostimulant addiction risk.
Keywords Cocaine, conditioned place preference, corticostriatal circuits, gene expression, neuromodulation, tDCS.

Correspondence to: Vincent Van Waes, EA481 Laboratory of Integrative and Clinical Neuroscience, University of Franche-Comté, UFR Sciences et Tech-

niques, 2 Place Leclerc, 25030 Besancon Cedex, France. E-mail: vincent.van_waes@univ-fcomte.fr

INTRODUCTION

Transcranial direct current stimulation (tDCS) is a
non-invasive and painless neuromodulatory technique
that uses weak constant electrical current to stimulate
specific areas of the cerebral cortex. During the last
decade, tDCS has emerged as a successful approach to
alleviate symptoms of various psychiatric and neurologi-
cal conditions, including depression (e.g. Brunoni et al.
2012; Berlim, Van den Eynde, & Daskalakis 2013; Kuo,
Paulus, & Nitsche 2014), memory disorders (e.g. Bennabi
et al. 2014) and addiction (Feil & Zangen 2010). For
example, studies found that repeated tDCS over the
prefrontal cortex decreased craving for, and the con-
sumption of, cigarettes (Fregni et al. 2008; Boggio et al.
2009; Fecteau et al. 2014) and alcohol (Boggio et al.
2008; Klauss et al. 2014) in chronic users. The
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mechanisms underlying these behavioral modifications
are unknown. We recently developed an animal model
for tDCS (Pedron et al. 2014) to investigate the neuronal
processes affected by this technique. Consistent with the
above clinical findings, our early work shows that re-
peated tDCS for five days in mice has antidepressant-like
properties, improves working memory and decreases
nicotine-induced place preference conditioning, three
weeks after tDCS (Pedron et al. 2014).

The potential effects of tDCS in cocaine addiction re-
main poorly explored (Conti & Nakamura-Palacios
2014). However, reduced cocaine craving has been
reported after another kind of non-invasive cortical
stimulation, repeated transcranial magnetic stimulation
(rTMS) (Camprodon et al. 2007; Politi et al. 2008),
suggesting that modifying cortical activity may also alter
psychostimulant-induced processes. The mechanisms
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underlying these effects of tDCS or rTMS, and whether or
not other subcortical addiction-related brain structures
are also impacted, remain unclear.

It has been shown that corticostriatal circuits play a
critical role in several aspects of addiction, including
abnormal reward processing, habit formation and
compulsive behavior (Berke & Hyman 2000; Everitt &
Robbins 2005; Wise 2009). A large literature implicates
changes in gene regulation in specific corticostriatal
circuits in addiction (Renthal & Nestler 2008). Among
the many genes affected by psychostimulants such as
cocaine in the cortex and striatum is Zif268 (Steiner &
Van Waes 2013), which encodes a transcription factor
(Knapska & Kaczmarek 2004) that
cocaine-induced behavioral changes (Lee et al. 2005;
Valjent et al. 2006; Theberge et al. 2010)

In the present study, we determined, in mice, whether
tDCS can modify cocaine-induced behavior and/or

is critical for

normal or cocaine-induced gene regulation in the cortex
and striatum, using Zif268 as a gene regulation marker.
Our mapping study also assessed the spread of such mo-
lecular changes across different corticostriatal circuits.

MATERIALS AND METHODS
Subjects

Swiss female mice (8 weeks at the beginning of tDCS;
Janvier, France) were housed 8-10 per cage under
standard laboratory conditions (12:12-hour light/dark

cycle; lights on at 7:00 am) with food and water available
ad libitum. Prior to the surgery, mice were allowed 1 week
of acclimation, during which they were repeatedly han-
dled. In experiment 1 (locomotor activity, gene expres-
sion), animals were divided into eight experimental
groups: Sham-Veh (Vehicle) (N=8), tDCS-Veh (N=6),
Sham-5 (Cocaine 5mg/kg, ip.) (N=9), tDCS-5
(N=10), Sham-10 (Cocaine 10mg/kg) (N=9), tDCS-
10 (N=10), Sham-25 (Cocaine 25mg/kg) (N=8) and
tDCS-25 (N=8). In experiment 2 (place preference
conditioning by cocaine), animals were divided into eight
groups: Sham-Veh (N=38), tDCS-Veh (N=10), Sham-5
(N=14), tDCS-5 (N=12), Sham-10 (N=14), tDCS-10
(N=14), Sham-25 (N=13) and tDCS-25 (N=12). All
procedures met the NIH guidelines for the care and use
of laboratory animals and were approved by the
University of Franche-Comté Animal Care and Use
Committee (CEBEA-58).

Surgery

A tubular plastic jack (internal diameter: 2.1 mm) was
surgically fixed onto the skull one week before the
stimulation protocol began (Fig. 1la). Animals were
anesthetized with ketamine hydrochloride/xylazine
(80/12mg/kg; i.p.) and were placed in a stereotaxic
apparatus. The center of the plastic jack was posi-
tioned over the left frontal cortex 1mm rostral and
1 mm left of bregma (Fig. 2) and fixed with a coating

of glass ionomer cement (GC Fuji I, Leuven, Belgium)
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Figure | (a) Experimental design (experiments | and 2). CPP: conditioned place preference test (b) Total distance traveled (mean + SEM, in

cm) in a novel open field is shown for animals that were subjected to tDCS (twice daily, 5 days) or Sham stimulation and, 3 weeks after stimu-

lation, received an injection of cocaine (Coc) (5, 10 or 25 mg/kg) or vehicle (Veh), followed by the 40-min behavioral test. (c) Time course of the

distance traveled is given for each group. ** p < 0.0l and *** p < 0.001, versus respective control group (Sham-Veh or tDCS-Veh);

p <0.001, Sham-25 versus tDCS-25. N = 6—10 per group
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Figure 2 (a) Schematic illustration of the 26 cortical areas (Paxinos & Franklin 2001) and the 23 striatal sectors (mostly defined by their pre-
dominant cortical inputs, Willuhn et al. 2003) used to measure Zif268 expression. Gene expression was assessed in coronal sections from four
rostrocaudal levels: frontal, rostral, middle and caudal (ranging from approximately +1.98 to —0.22 mm relative to bregma; Paxinos & Franklin
2001). Horizontal black lines indicate the position of the anode. Cortical areas (from medial to lateral): IL, infralimbic; Prl, prelimbic; Cg, cingulate;
M2, secondary motor; M1, primary motor; SS, somatosensory; I/LO, insular/lateral orbital; |, insular; Pir, piriform. Striatal sectors: m, medial; dm,
dorsomedial; d, dorsal; dI, dorsolateral; dc, dorsal central; ¢, central; vc, ventral central; vI, ventrolateral; v, ventral. Nucleus accumbens: mC, medial
core; IC, lateral core; mS, medial shell; VS, ventral shell; IS, lateral shell. (b) The center of the stimulation electrode (anode, filled circle) was po-
sitioned over the left frontal cortex | mm rostral and | mm left of bregma. The anode (diameter: 2.1 mm) had a contact area of 3.5 mm?’, and the
cathode (rubber-plate electrode, 9.5 sz> was positioned onto the ventral thorax (not shown). A 2 x 20 minutes/day constant current of
0.2 mA, with a linear fade in/fade out of 10 seconds, was applied transcranially using a direct current stimulator (DC-Stimulator Plus), on 5 con-

secutive days. The position of the assessed brain sections (frontal to caudal) relative to the stimulation electrode is also shown

(Pedron et al. 2014). After surgery, all animals were
allowed to recover for 1 week before undergoing tDCS.
During this period and tDCS, mice were placed in
individual cages.

Stimulation protocol

The plastic jack was filled with saline (NaCl 0.9 percent)
to establish a contact area of 3.5mm’ with the skull.
The stimulation electrode (anode, diameter: 2.1 mm;
DIXI Medical, Besancon, France) was then screwed into
the jack. A larger conventional rubber-plate electrode
(cathode, 9.5cm? Physiomed Elektromedizin AG,
Schnaittach, Germany) served as the counterelectrode
and was placed onto the ventral thorax (Pedron et al.
2014). On 5 consecutive days, an anodal constant
current (0.2 mA; 2 X 20 minutes/day, 5 hour interstimu-
lation interval) was applied transcranially over the
frontal cortex, using a DC-Stimulator Plus (NeuroConn,
Ilmenau, Germany) with a linear fade in/fade out (10-
second ramp). Animals were awake and restrained dur-
ing tDCS to prevent possible interactions between tDCS
effects and anesthetic drugs. The design of the
custom-made restraining box is shown in Pedron et al.
2014. Control (Sham) animals were subjected to the
same procedure (surgery, restraining box, electrode

© 2016 Society for the Study of Addiction

connected to the jack), except the current was not
delivered.

Our protocol of stimulation was chosen based on
earlier clinical studies (Rigonatti et al. 2008; Boggio
et al. 2009; Ferrucci et al. 2009), as well as our previous
work in mice (Pedron et al. 2014). We evaluated effects
on behavior and gene expression three weeks after tDCS
ended, because this time window showed robust effects
of tDCS on behavior (Pedron et al. 2014).

Experiment 1: Locomotor activity and gene expression
Drug treatment and behavioral testing

Three weeks after the last tDCS session, animals re-
ceived a single injection of either cocaine (5, 10 or
25mg/kg in 0.02 percent ascorbic acid, i.p.,1 ml/kg,
Sigma-Aldrich, France) or vehicle. Immediately after
the injection, the animal was placed in a circular
open-field (diameter 47 cm) for 40 minutes in low-light
conditions (40 lux). Locomotor activity was analyzed
using a video-tracking system (Ethovision, Noldus,
France). The parameter assessed was the distance
traveled in the open-field. The mice were then killed
with CO,. The brain was rapidly removed, frozen in
isopentane cooled on dry ice and stored at —30°C un-
til cryostat sectioning.

Addiction Biology
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Tissue preparation and in situ hybridization histochemistry

Only the mice treated with cocaine 25 mg/kg or vehicle
were used in the gene expression study. Coronal sections
(12um) were thaw-mounted onto glass slides
(Superfrost/Plus, Daigger, Wheeling, IL, USA), dried on
a slide warmer and stored at —30°C. In preparation for
the in situ hybridization histochemistry, the sections
were fixed in 4 percent paraformaldehyde/0.9 percent
saline for 10 minutes at room temperature, incubated in
a fresh solution of 0.25 percent acetic anhydride in
0.1 M triethanolamine/0.9 percent saline (pH 8.0) for
10 minutes, dehydrated, defatted for 2 X 5minutes in
chloroform, rehydrated and air-dried. The slides were
then stored at —30°C until hybridization. An oligonucle-
otide probe (48-mer, Invitrogen, Rockville, MD, USA) was
labeled with [o->>P]-dATP, as described earlier (Van Waes
et al. 2014). The probe had the following sequence:
Zif268 (Egrl),
GenBank accession number M18416. One hundred mi-

complementary to bases 352-399,

croliters of hybridization buffer containing labeled probe
(~3 x10°cpm) was added to each slide. The sections
were coverslipped and incubated at 37°C overnight.
After incubation, the slides were first rinsed in four
washes of 1X saline citrate (150 mM sodium chloride,
15mM sodium citrate), and then washed three times
for 20 minutes each in 2X saline citrate/50 percent form-
amide at 40°C, followed by two washes of 30 minutes
each in 1X saline citrate at room temperature. After a
brief water rinse, the sections were air-dried and then
apposed to X-ray film (BioMax MR-2, Kodak, Rochester,
NY, USA) for 6 days.

Analysis of autoradiograms

Gene expression in the cortex was measured in a total of
26 regions (infralimbic, prelimbic, cingulate, secondary
motor, primary motor, somatosensory, lateral orbital, in-
sular and piriform, based on Paxinos & Franklin 2001,
in coronal sections from four rostrocaudal levels: frontal,
approximately at +1.98 mm relative to bregma; rostral,
+1.18 mm; middle, +0.74 mm; and caudal, —0.22 mm,
Fig. 2a). Striatal gene expression was determined at the
rostral, middle and caudal levels in a total of 23 sectors
mostly defined by their predominant cortical inputs
(Willuhn, Sun, & Steiner 2003). Eighteen of these sectors
represented the caudate-putamen (medial, dorsomedial,
dorsal, dorsolateral, dorsal central, central, ventral cen-
tral, ventrolateral, ventral) and five the nucleus accum-
bens (medial core, lateral core, medial shell, ventral
shell and lateral shell, Fig. 2a) (Van Waes et al. 2010).
Hybridization signals on film autoradiograms were
measured by densitometry (Image], Wayne Rasband,
Bethesda, MD, USA). The films were captured using a

© 2016 Society for the Study of Addiction

light table (Northern Light, Imaging Research,
St. Catharines, Ontario, Canada) and a Sony CCD camera
(Imaging Research). The ‘mean density’ value of a region
of interest was measured by placing a template over the
captured image. Mean densities were corrected for back-
ground by subtracting mean density values measured
over white matter (corpus callosum) of the same hemi-
sphere. Values from corresponding regions in the two
hemispheres were averaged when no significant differ-
ences in the patterns of Zif268 induction by tDCS or co-
caine were detected between the left (stimulated) and
right (contralateral) sides. The illustrations of film auto-
radiograms displayed in Fig. 3 are computer-generated
images, and are contrast-enhanced. The maximal hybrid-
ization signal is black.

Experiment 2: Place preference conditioning by cocaine

Animals performed the conditioned place preference
(CPP) test three weeks after tDCS, as previously described
(Pedron et al. 2014). Three doses of cocaine were tested
(5, 10 or 25mg/kg in 0.02 percent ascorbic acid, i.p.).
Two groups that received vehicle injections in both com-
partments were used as controls (Sham-Veh and tDCS-
Veh).

Briefly, the CPP apparatus consists of two main com-
partments linked by a corridor displaying each different
features: visual (wall patterns) and tactile (floor texture).
On day 1 (pre-conditioning, D1), mice were placed in the
corridor and allowed free access to the compartments for
10 minutes. The time spent in each compartment was re-
corded using the Ethovision system. On days 2—4 (condi-
tioning phase) mice received an injection of cocaine or
vehicle (one of each per day, interval between the injec-
tions: 6 hours) and were immediately confined into one
of the two conditioning compartments for 15 minutes
(drug pairing occurred in the least preferred compart-
ment). On day 5 (post-conditioning, D5), mice were again
allowed free access to both compartments for 10 minutes,
without drug treatment. The percentage of time spent in
the drug-paired compartment was calculated for the pre-
conditioning (D1) and the post-conditioning (D5) phases
as follows: drug-paired compartment (second)/(drug-
paired compartment + vehicle-paired compartment (sec-
ond)) X 100. A significant increase in the percentage of
time spent in the drug-paired compartment between the
pre-conditioning session (D1) and the post-conditioning
session (D5) indicates that the substance induces a place
preference.

Statistical analysis

The results were expressed as mean * standard error of
the mean. Significance was set at p<0.05. For locomotor

Addiction Biology
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Figure 3 lllustrations of film autoradiograms depict Zif268 expression in coronal sections from the middle striatum in Sham or tDCS mice

treated with vehicle (Veh) or cocaine (25 mg/kg, i.p.). Horizontal black lines illustrate the position of the anode. The maximal hybridization signal

is in black

activity two-factor ANOVAs with factors drug (Veh, 5,
10, 25) and stimulation (Sham, tDCS) were performed.
To compare Zif268 densities, we first used three-factor
ANOVAs (one ANOVA per cortical area or striatal sector)
with factors drug (Veh, 25), stimulation (Sham, tDCS)
and side of the brain (right, left; within factor). Then,
for the averaged values (right/left hemisphere), two-
factor ANOVAs were performed with factors drug and
stimulation. Finally, for the CPP experiment, we per-
formed for each dose (0, 5, 10 and 25 mg/kg) two-factor
ANOVAs with factor stimulation (Sham, tDCS) and time
(pre-(D1), post-(D5) conditioning; factor).
Newman—Keuls post-hoc tests were used to describe dif-

within

ferences between individual groups (Statistica, StatSoft,
USA). For illustrations of topographies (maps, Figs 4a
and 5a), the increase in gene induction (versus respective
control group) in a given region was expressed as the
percentage of the maximal increase observed (% max).
The regional distribution of Zif268 induction in the
cortex and striatum was compared by Pearson’s correla-
tions, for different experimental conditions.

RESULTS
Experiment 1: Locomotor activity and gene expression

tDCS attenuated cocaine-induced locomotor activity for the
highest dose of cocaine

Cocaine increased locomotor activity in both Sham and
tDCS mice (Drug effect: F(3,59)=80.97, p<0.001;
Fig. 1b,c, Newman—Keuls post-hoc analyses ** p < 0.01
and ** p<0.001 versus respective control group
(Sham-Veh or tDCS-Veh)). tDCS had a differential effect
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on locomotor activity depending on the dose of
cocaine tested (tDCS x drug interaction: F(3,59)=3.87,
p<0.05). Newman—Keuls post-hoc analyses revealed
that tDCS alone had no effect on locomotor activity
(tDCS-Veh versus Sham-Veh, p=0.50). For the lower
doses, tDCS had also no impact on cocaine-induced loco-
motor activity (tDCS versus Sham: 5mg/kg, p=0.84;
10mg/kg, p=0.93). However, tDCS reduced cocaine-
induced locomotor activity for the highest cocaine dose
tested (25 mg/kg, p < 0.001).

No asymmetrical effects of tDCS or cocaine on Zif268
expression in the left versus right hemisphere

Although the stimulation electrode was positioned
asymmetrically on the skull (1mm left of bregma,
Fig. 2b), there was no difference between the left
(stimulated) and right (contralateral) hemisphere in
the expression of Zif268, with or without cocaine
(Fig. 3). That is, for each area of cortex and striatum,
there was no significant interaction with the hemi-
sphere (right or left). Values from corresponding regions
in the two hemispheres were therefore averaged for the
rest of the study.

tDCS increased basal Zif268 expression

Three weeks after tDCS, vehicle-treated animals
subjected to tDCS displayed enhanced expression of
Zif268 compared to sham controls in the striatum (Figs 3
and 4, supplementary Table 2) and to a lesser degree in
the cortex (supplementary Table 1). Among the cortical

areas, a statistically significant increase was seen in the
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Figure 4 Topography of tDCS-induced Zif268 expression in the striatum (in vehicle-treated mice). (a) Maps depict the distribution of in-
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piriform cortex on rostral, middle and caudal levels
(p<0.05) and in the cingulate cortex (frontal level,
p<0.05; supplementary Table 1). A similar tendency
was also present in the motor cortex (M1 and M2 on
the middle level, p=0.06 and 0.07, respectively), in the
infralimbic and prelimbic cortices on the frontal level
(each p=10.07) and in the cingulate cortex on the rostral
level (p=0.07; supplementary Table 1).

The striatum was more affected by tDCS than the cor-
tex. In tDCS-treated animals, significantly increased
Zif268 expression was observed on the levels situated un-
der the electrode (i.e. in rostral and middle sections, Fig.
4a and b, supplementary Table 2), in dorsal sectors of
the striatum (rostral: dorsolateral and dorsomedial; mid-
dle: medial, dorsal, dorsolateral and central). Notably,
tDCS had no significant effect in the nucleus accumbens
(supplementary Table 2).

tDCS attenuated cocaine-induced Zif268 expression

Because significant differences were observed between
Sham and tDCS groups in vehicle-treated animals
(Fig. 4), the effects of cocaine were expressed relative

© 2016 Society for the Study of Addiction

o p < 0.001, versus Sham-Veh. N = 6—8 per group

to the values in the respective Veh control groups
(the supplementary Tables 1 and 2 present the absolute
values for comparison). In Sham animals, the single
cocaine injection induced a minor but statistically
significant increase in Zif268 mRNA expression in a few
areas of the cortex (frontal: cingulate; middle: M1, M2;
p < 0.05, supplementary Table 1), with similar tenden-
cies in other areas. In the striatum, cocaine produced a
more robust augmentation in Zif268 expression on all
three rostrocaudal levels (Figs 3 and 5, supplementary
Table 2). A significant increase in Zif268 mRNA
levels was observed in 15 of the 23 sectors (Fig. 5a).
Gene induction varied considerably between different
striatal regions. The most robust increase was observed
on the middle (Fig. 5b) and caudal levels, in striatal
sectors that receive cingulate, motor and sensorimotor
cortical inputs (i.e. middle: medial, dorsal, central and
lateral sectors; caudal: dorsal sector, Willuhn et al.
2003). In contrast, in accordance with previous findings
in the rat (Unal et al. 2009), the nucleus accumbens
displayed modest or no drug effects. Cocaine significantly
increased Zif268 expression only in the lateral
shell (p < 0.05).
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In the tDCS group, cocaine had no significant effect on
Zif268 expression in the cortex. Thus, Zif268 induction
in the cingulate and motor cortex was prevented in
animals that received tDCS three weeks before the co-
caine treatment (supplementary Table 1). Consistent
with this result, in tDCS-treated animals (tDCS-25),
cocaine-induced Zif268 expression in the striatum was
markedly attenuated compared to the Sham control
(Sham-25). This was reflected, for one, by a lower

© 2016 Society for the Study of Addiction

proportion of the 23 striatal sectors displaying signifi-
cantly increased Zif268 expression in the tDCS group
than in the Sham group (relative data, 11 sectors versus
15 sectors; Fig. 5a, tDCS-25). Direct statistical compari-
sons showed that Zif268 induction was significantly
weaker in tDCS-25 animals in 10 striatal sectors
(Fig. 5a, Difference and Fig. 5b). tDCS had no significant
effect on cocaine-induced Zif268 expression in the
nucleus accumbens (Fig. 5a, Difference).

Addiction Biology
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Correlation analysis was used to compare tDCS- and
cocaine-induced increases in Zif268 expression between
striatal sectors and their respective cortical input regions
(see Cotterly et al. 2007; Van Waes et al. 2010; Willuhn
et al. 2003; Yano & Steiner 2005 for more details). Our
results for vehicle-treated mice show that, despite the
modest effects in the cortex, tDCS-induced Zif268 expres-
sion in the 23 striatal sectors was positively correlated
with that in their anatomically connected cortical areas
(Veh animals, r=0.415, p<0.05). Similarly, in these
striatal sectors, the magnitude of the reduction in
cocaine-induced gene expression produced by tDCS was
highly correlated with that in their connected cortical in-
put regions (r=0.627, p<0.001). Therefore, tDCS pro-
duced coordinated molecular changes in cortical and
striatal nodes of specific corticostriatal circuits.

Experiment 2: Place preference conditioning by cocaine

tDCS abolished cocaine-induced place preference conditioning
for 5 and 25 mg/kg

Vehicle injections did not produce any place preference
(ANOVA all effects: p>0.05, Fig. 6, Veh). In sham
groups, cocaine induced a place preference with all doses
tested (5mg/kg: p<0.05, 10: p<0.001, 25: p<0,01),
in accordance with previous studies in mice (e.g. Zhang
et al. 2002; Iniguez et al. 2015). In contrast, animals sub-
jected to repeated anodal tDCS failed to show cocaine-
induced place preference for the doses of 5 (p=0.98)
and 25mg/kg (p=0.53). Only the 10 mg/kg dose pro-
duced statistically significant place preference condition-
ing (p<0.001, Fig. 6). For the dose of 25mg/kg, the
percentage of time spent in the drug-paired compartment
on the post-conditioning day (D5) was significantly lower
in tDCS than in sham mice (p < 0.05).

DISCUSSION

Our findings show that tDCS produces long-lasting mod-
ifications in behavioral responses and gene regulation in
corticostriatal circuits induced by cocaine. Thus, repeated
anodal tDCS over the frontal cortex increased ‘basal’
expression of the marker gene Zif268 and attenuated
cocaine-induced gene regulation, locomotion and place
preference conditioning, three tDCS
pretreatment.

weeks after

Cortical and Subcortical Effects of tDCS in Vehicle
Controls

One aim of this study was to determine possible tDCS
effects on normal gene regulation (i.e. in vehicle controls)
and to map the distribution of such effects in the cortex
and striatum. Our findings in vehicle-treated mice show
that repeated tDCS produced increased expression of
Zif268, mostly in the striatum, three weeks after tDCS
pretreatment. Future studies will have to determine
whether these increased Zif268 mRNA levels represented
upregulated gene expression that endured for three
weeks, or whether they reflected an altered responsive-
ness to experimental conditions such as handling or
behavioral testing, or other neuronal changes (e.g. in-
creased arousal; see Steiner & Van Waes 2013), in the
affected corticostriatal circuits. Regardless of the underly-
ing cause, these findings demonstrate long-lasting effects
of tDCS on gene regulation in these circuits.

Although tDCS preferentially impacted dorsal striatal
regions under the stimulation electrode, these effects
were not strictly related to the position of the electrode.
For one, gene regulation changes in striatum (and
cortex) were symmetrically distributed in the two hemi-
spheres, despite the asymmetrical electrode placement
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(over left cortex). Moreover, in the cortex, the most robust
increase in Zif268 expression was present in the piriform
(olfactory) cortex, a ventral brain region. In the striatum,
regions on the middle level were considerably more af-
fected than those on the rostral level, despite the similar
position of these levels relative to the electrode place-
ment. These findings indicate that specific neuronal cir-
cuits, rather than just proximal cortical and striatal
tissues, are modified by tDCS. This conclusion is
supported by our correlation analysis that showed that
changes in gene expression were correlated between
cortical areas and their connectionally (functionally)
related striatal target sectors (Veh animals, r=0.415,
p<0.05) (Willuhn et al. 2003) and that these effects
preferentially occurred in sensorimotor circuits (Steiner
& Van Waes 2013).

The finding that the asymmetrically positioned
electrode produced bilaterally symmetrical gene regula-
tion patterns (with and without cocaine) was somewhat
unexpected. The contralateral cortical and striatal effects
may have been mediated by the pronounced interhemi-
spheric cortico-cortical and cortico-striatal projection
systems. Alternatively, they may have resulted in part
from bilateral current spread. tDCS is known to be less
focal than rTMS (Nitsche et al. 2007; Miniussi et al.
2008), and the current may thus have spread over both
hemispheres to some degree. However, the finding that
distinct corticostriatal circuits were affected, without
clear relationship to their distance from the electrode
(see above), seems to argue against such a nonspecific
effect as the sole factor. This is an important question that
will have to be addressed in future studies.

Gene Regulation Effects of Cocaine are Attenuated by
tDCS

The main goal of this study was to determine whether
tDCS might modulate gene regulation by cocaine. Our
results show diminished induction of Zif268 by cocaine
in cortex and striatum when examined three weeks after
the repeated tDCS pretreatment. Again the magnitude of
this effect was correlated between cortical regions and
their striatal targets (r=0.627, p<0.001), indicating
that specific circuits were affected. The tDCS-mediated
decrease in gene induction was maximal in (but not
limited to) sensorimotor and associative corticostriatal
circuits, which are known to be involved in habit
formation and compulsive aspects of drug taking (Everitt
& Robbins 2005).

The basis for this altered gene regulation is presently
unclear. Early studies in animals using direct current
stimulation (current applied directly to the cortex)
(Bindman, Lippold, & Redfearn 1964; Purpura &
McMurtry 1965), as well as more recent data on tDCS
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tDCS decreases cocaine effects 9

in humans (Nitsche & Paulus 2000), suggest that anodal
stimulation increases neuronal excitability, which may
increase transmitter release in the striatum. Repeated
tDCS may thus induce synaptic plasticity (Stagg &
Nitsche 2011) that is usually associated with such
changes in neuronal activity and their molecular
sequelae, including altered gene regulation. Altered
neuronal responsiveness in these corticostriatal circuits
is consistent with the here observed reduced behavioral
responses, which are modulated by neuronal activity in
these circuits, including place preference conditioning
(Ilango et al. 2014).

The acute induction of immediate-early genes such as
Zif268 by psychostimulants serves as a marker that pre-
dicts long-term neuroadaptations after repeated drug ex-
posure, as this acute response is correlated with various
neuronal changes after repeated drug treatments
(Steiner & Van Waes 2013). However, Zif268 is also di-
rectly implicated in various plasticity processes, including
several long-term neurobehavioral changes induced by
psychostimulants. For example, this transcription factor
likely mediates some drug-induced neuroplastic changes
(Knapska & Kaczmarek 2004). Indeed, previous work
demonstrated that Zif268 is critical for place preference
conditioning by cocaine (Valjent et al. 2006) and for
reconsolidation of cocaine memories (Lee et al. 2005;
Theberge et al. 2010). Zif268 also contributes to
processes underlying cocaine-induced behavioral sensiti-
zation (Valjent et al. 2006).

Our present findings of an association between
diminished Zif268 induction and attenuated locomotor
activity and place preference conditioning by cocaine
are consistent with these earlier findings. Whether
directly affecting the underlying neuronal mechanisms
or serving as a marker, the attenuated Zif268 response
after repeated tDCS may indicate a ‘protective’ effect of
tDCS against drug-induced neuronal changes subsequent
to tDCS treatment.

Behavioral Effects of Cocaine are Attenuated by tDCS

The impact of tDCS on cocaine-induced behavioral effects
was dependent on the dose of cocaine. For locomotor
activity, the tDCS effect was selectively observed with
the highest dose (25 mg/kg). It could be argued that an
increase in focused stereotypies, which are associated
with certain psychostimulants, might have contributed
to the reduced locomotion in these animals. We did not
measure stereotypies and, therefore, cannot rule out
(or confirm) a contribution of tDCS-induced stereotypies.
It is noteworthy that a previous study in female (but not
male) rats found comparable amounts of stereotypies for
cocaine doses of 10, 20 and 40mg/kg (Walker et al.
2001), while our effect was observed for the dose of
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25mg/kg only. Future studies will have to clarify how
tDCS modulates cocaine-induced locomotor activity
and/or stereotypies.

In the CPP paradigm, which aims to evaluate the
motivational properties of cocaine, tDCS suppressed place
preference conditioning for the lowest and highest dose of
cocaine (5 and 25mg/kg), but not 10 mg/kg. There is
evidence that place preference conditioning by cocaine
displays an inverted U-shaped dose-response function,
such that very low or high doses of cocaine do not induce
place preference (Hnasko, Sotak, & Palmiter 2007). The
optimal dose of cocaine for inducing place preference in
mice seems to be situated between 7.5 and 15mg/kg
(Hnasko et al. 2007). Therefore, the present tDCS
treatment seems to have attenuated place preference
conditioning for suboptimal doses of cocaine (5 and
25mg/kg), but was not sufficient to modify place
preference conditioning induced by an optimal dose
(10 mg/kg).

Regarding the underlying mechanisms, cocaine-
induced behavior in the CPP paradigm is determined by
opponent processes (‘rewarding’ versus ‘aversive’ proper-
ties of the drug), which appear to have different neuronal
substrates (Lammel et al. 2012). Thus, lower-dose
conditioning (left limb of inverted U) is taken to reflect a
rewarding effect of the drug, while upper-dose condition-
ing (right limb) is governed by increasing aversion. It is
therefore tempting to speculate that tDCS may attenuate
‘reward’ and/or increase ‘aversion’ by (differentially)
modifying their underlying neuronal systems. A potential
beneficial effect of tDCS on addiction processes will have
to be verified in other drug addiction-related paradigms
such as the cocaine self-administration model.

CONCLUSIONS

Overall, our results indicate that repeated tDCS pretreat-
ment produces long-lasting modifications in the molecu-
lar and behavioral sensitivity to cocaine, especially for a
high dose (25 mg/kg). These findings suggest the intrigu-
ing possibility that tDCS pretreatment might attenuate
the addiction liability of psychostimulants such as
cocaine by attenuating the drugs’ molecular impact. This
technique of neuromodulation, which is non-invasive,
easy to use and affordable, might therefore be useful as
an intervention to protect vulnerable individuals from
getting addicted.
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Introduction

Transcranial Direct Current Stimulation (tDCS) is a portable, safe and noninvasive technique based on
the delivery of weak direct current to the scalp with the aim of modulating cortical excitability. This
kind of electrical stimulation has shown positive results in treatment of psychiatric disorders and gain in
several cognitive domains(1]|. However, the neurobiological basis of tDCS remains poorly understood. The
use of animal models is therefore necessary to address this question|2|. There is currently no stimulator
commercially available for rodent models. Here, we introduce Open-tES, a collaborative project consisting
in tDCS device design suitable for rodents and licensed under a Creative Commons license (CC BY,SA 4.0)

For tDCS, stimulation parameters are set on device (with
keyboard and display)
— Current (from 10 to 250 pA, increment 1 pA)
— Duration (from 10 to 3600 s, increment 10 s)
— Fade in/out duration (from 2 to 60 s, increment 1 s)
— Impedance threshold (sound alarm)
Stimulation can be manually stopped or paused.
For external triggering or other tDCS variants, the current
can be controlled by computer.
In both cases, time remaining, voltage, current and
impedance are displayed or can be acquired (via serial
port).

Overall presentation

Open-tES stimulator: front panel on the left
and rear panel on the right.
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Characterization

Accuracy, precision and Response time

The accuracy range from —99 nA to
237.5 nA depending of current set-
point. The precision rises to 22 nA
for a current setpoint of 70 pA and
down to 8 nA for a current setpoint
of 250 pA. We obtain a delay of ; ; :
909 & 6 ms to reach 99% of the set- %
point value and 1580 + 38 ms for

99.9% of the setpoint. e P R
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Validation on rodent model

We have previously shown in mice with a NeuroConn DC-
Stimulator (www.neurocaregroup.com), that repeated anodal
tDCS over the frontal lobe decreases depressive-like behaviors|3].
We replicated this study with the Open-tES generator and com-
pared the results. Three days after the end of stimulations, tDCS
didn’t have effect on immobility time whatever the generator used.
However, tDCS significantly decreased immobility time after 3
weeks for both generators. No significant difference was observed
between generators at 3 days and 3 weeks.
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Electronic design

Display
The stimulator is based on microcon- |
troller PIC16F1937 (www.microchip.
com). Current is tune with Pulse 7

Widht Modulation (PWM) module (10- | ﬁ b I

bit) of the PIC. Keyboard, Display rosuinion
and buzzer are managed with Digital

inputs/outputs. Voltage and current
feedback are measured with A/D (10- | gl
bit) converter and USART module as-
sumed the communication with com- Piciorioyr L i
puter.
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Discussion

Open-tES generator offers a low cost (around 300 €) alternative to commercial solution adapted to tDCS
and variants research on rodent model. Creative Commons license and the sharing of project on GitHub
allowing the improvement and reproduction of the generator by other researchers, isolated contributors or
factories. Characterization and validation shows that this device is suitable for most of use.

Future prospects

Development is now focusing on simplification of the electronic design in order to reduce its cost and to
facilitate its assembly. The next release will be supplied by a 9-volt battery (currently 28-volt power supply).
We are looking for allowing tACS and variants.
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Abréviations

AMPA
AVC
BDNF

BrdU
CPFDL
CPP

ECT
EEG
EPM
fNIRS

FST
GABA
GAP-43
GRAP
Inserm
IRM
MAP-2
MWM
NMDA

a-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate
Accident vasculaire cérébral

Brain-Derived Neurotrophic Factor Facteur neurotrophique dé-
rivé du cerveau

Bromodésoxyuridine
Cortex PréFrontal DorsoLatéral

Conditionned Place Preference, Test de préférence de place condi-
tionnée

Electroconvulsivothérapie
Electroencéphalographie
FElevated Plus Maze, Labyrinthe en croix surélevée

Functional Near-Infrared Spectroscopy, Imagerie spectroscopique
proche infrarouge

Forced Swim Test, Test de la nage forcée (ou test de Porsolt)
Acide Gamma-AminoButyrique

Growth Associated Protein 43

Groupe de Recherche sur I’Alcool et les Pharmacodépendances
Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale
Imagerie par Résonance Magnétique

Microtubule-associated protein 2

Morris Water Maze, Test de la piscine de Morris

N-méthyl-D-aspartate
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NSF

OMS
OR
otDCS

PE
PLT
SEM
tACS

tDCS

tMS

tPCS

TST
Zif268

ABREVIATIONS

Novelty-Suppressed Feeding, Inhibition néophobique de la prise
alimentaire

Organisation mondiale de la santé
Object Recognition, Test de reconnaissance d’objet

oscillating transcranial Direct Current Stimulation Stimulation
transcranienne par courant continu oscillatoire

Potentiel évoqué
Potentialisation a long terme

Standard Error of the Mean

transcranial Alternating Current Stimulation Stimulation trans-
cranienne par courant alternatif

transcranial Direct Current Stimulation Stimulation transcranienne
par courant continu

transcranial Magnetic Stimulation Stimulation magnétique trans-
cranienne

transcranial Pulsed Current Stimulation Stimulation transcranienne
par courant continu pulsé

Tail Suspension Test, Test de suspension par la queue

Zinc finger protein



Résumé

La stimulation transcranienne par courant continu (tDCS) est une technique de
neuromodulation non invasive qui permet de modifier 1'excitabilité corticale au moyen d'un
faible courant électrique délivré a travers le crane. Elle constitue une piste intéressante pour
'élaboration de nouveaux traitements de divers troubles psychiatriques ou neurologiques, mais
les mécanismes qui sous-tendent ses effets sont méconnus. L'objectif de ma thése a été d'évaluer
chez la souris les comportements affectés par des sessions répétées de tDCS et d’étudier des
pistes concernant ses mécanismes d’action.

Nous avons montré un effet bénéfique de la tDCS anodique au niveau du lobe frontal (2x20
minutes/jour & 0.2 mA, 5 jours consécutifs) sur les comportements associés a la dépression et
sur la mémoire. Nous avons par ailleurs quantifié la prolifération cellulaire au niveau de
I'hippocampe et montré que celle-ci est plus importante chez les souris stimulées, suggérant
que la tDCS pourrait augmenter la neurogenése hippocampique. Enfin, nos études sur des
souris exposées a différentes drogues (nicotine, alcool, cocaine) dévoilent que la tDCS diminue
certains de leurs effets comportementaux (ex : valeur hédonique) et/ou moléculaires (ex :
induction de Zif268 dans les circuits cortico-striataux).

Nos résultats sont en adéquation avec les données cliniques recueillies chez 1'Homme et
soutiennent 1'hypothése que la tDCS pourrait étre un traitement additionnel pour diverses
pathologies. Ils ouvrent la voie a différentes études complémentaires, pour lesquelles notre
modéle animal constitue un outil intéressant.

Mots-clés : stimulation transcrinienne par courant continu, souris, dépression, addiction,

mémoire
Abstract

Transcranial direct current stimulation (tDCS) is a non-invasive neuromodulatory technique
in which a low current is delivered via electrodes on the scalp to modulate cortical excitability.
It is a promising tool in the treatment of various neurological and psychiatric illnesses, yet the
mechanisms underlying its beneficial effects remain unknown.

The goal of my thesis was to describe the effects of repeated tDCS on behavior in mice, and to
offer preliminary insights regarding the neurobiological mechanisms involved.

Our data indicate that repeated tDCS over the frontal lobe (0.2 mA, 2x20 min/day, 5
consecutive days) has antidepressant properties and improves memory. Interestingly, tDCS
increased precursor cell proliferation in the hippocampus, suggesting that tDCS may increase
neurogenesis levels in this brain area. Lastly, tDCS decreased the behavioral and/or the
molecular effects of nicotine, alcohol and cocaine. For example, tDCS attenuated cocaine-
induced Zif268 expression in specific corticostriatal circuits.

Altogether, our findings provide pre-clinical evidence that tDCS could be a beneficial adjunct
treatment for several psychiatric disorders. Our animal model will be useful to further
investigate the mechanisms underlying the beneficial effects of tDCS on behavior.

Keywords: transcranial direct current stimulation, mice, depression, addiction, memory
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