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RESUME

RESUME

Environ 30% des patients ne répondent pas de mani¢re adéquate a un traitement
antidépresseur. Cette absence de rémission, voire aggravation de 1’état dépressif apres la mise
en place du traitement est qualifiée de non-réponse au traitement. La résistance au traitement
est caractérisée lorsque cet échec thérapeutique est récurrent pour différentes stratégies
thérapeutiques de mécanisme d’action différents. Afin d’améliorer les stratégies
thérapeutiques visant a traiter les patients résistants, une meilleure compréhension des
mécanismes biologiques associés a la non-réponse/résistance est nécessaire. De nombreux
travaux ont associ¢ le phénomene de neurogeneése hippocampique adulte a la réponse
antidépressive, et qu'un blocage de la neurogenése altere la réponse antidépressive chez la
Souris. Cependant, aucune étude n’a montré si la non-réponse/résistance au traitement était
associée a des altérations de la neurogenése. De plus, il n’existe a ce jour aucun modele de
résistance qui ne présente une validité translationelle a ce qui est observé chez I’Homme.
Enfin, alors que 2/3 des patients dépressifs sont des femmes, la majorit¢ des études
précliniques sont réalisées chez des males. Le but de mon travail de thése a donc été de
modéliser la résistance au traitement antidépresseur chez la souris C57BL6 male et femelle.
Le premier objectif de ce travail a été la modélisation chez la femelle d’un phénotype anxio-
dépressif, en adaptant un modele neuroendocrinien de la dépression élaboré chez le male,
basée sur I’administration chronique de corticostérone. Le deuxie¢me objectif a été¢ I’étude de
la comparaison de la neurogenese entre les souris répondeuses et non-répondeuses a un
traitement chronique de fluoxétine ou résistantes a 2 stratégies successives de traitement
présentant un mécanisme d’action différent (fluoxétine puis imipramine).

D’autre part, les données de la littérature clinique suggérent qu'un marqueur périphérique, la
protéine B-arrestine 1, serait un marqueur de 1’état dépressif et de la réponse au traitement.
Nous avons donc mesuré dans notre modéle les variations de ce potentiel biomarqueur
clinique.

L’ensemble de ces travaux de thése a permis de montrer la complexité d’induire un phénotype
anxio/dépressif chez la souris femelle de fagon stable et robuste via ’administration
chronique de corticostérone. Chez le male, nous avons pu modéliser la résistance au
traitement antidépresseur dans le modéle CORT. Nous avons pu observer que les processus
neurogéniques semblent jouer un rdle essentiel dans la réponse au traitement, puisqu’une
absence de réponse est associée avec une altération de la neurogenése hippocampique adulte.
Si dans notre mod¢le, I’expression périphérique de la B-arrestine 1 n’est pas diminuée chez
les souris présentant un phénotype anxio-dépressif, elle permet cependant de discriminer les
souris répondeuses des souris résistantes au traitement, ce qui valide son intérét en tant que
biomarqueur de la réponse antidépressive.
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Introduction

1 INTRODUCTION

1.1 Les épisodes dépressifs caractérisés

1.1.1 Généralités

L'Organisation Mondiale de la Santé classe les troubles anxio-dépressifs comme la quatriéme
cause d'invalidité dans le monde et des prédictions annoncent qu’elle deviendra la premiére
cause d’invalidité dans les pays occidentaux d’ici 2030 (Mathers and Loncar 2006). Ces
troubles de I’humeur touchent environ 7% de la population mondiale (Murray and Lopez
1996, Kessler et al. 2005), 1 personne sur 5 sera confrontée a un épisode dépressif au cours de
son existence (Kessler et al. 2005) et ces troubles deviendront chroniques chez 15 a 25% des
patients (Bschor and Adli 2008). Malgré le fait que la dépression soit une pathologie de plus
en plus médiatisée et reconnue en tant que pathologie invalidante, elle reste trés méconnue du
grand public. Quelle est la différence entre anxiété et dépression ? Quels sont les facteurs de
risque ? Est-il possible de traiter cette pathologie ? Si chaque individu est susceptible
d’expérimenter des fluctuations de I’humeur ou des moments de stress au cours de son
existence, tout le monde ne souffre pas pour autant d’épisodes dépressifs caractérisés (EDC).
En 1980, afin d’améliorer la caractérisation de cette maladie, le manuel diagnostique de
I’Association Américaine de Psychiatrie a classé les différents symptdmes de la dépression
(American Psychiatric Association. and American Psychiatric Association. DSM-5 Task
Force. 2013). La dépression majeure est ainsi diagnostiquée a I’aide du manuel diagnostique
et statistique des troubles mentaux (DSM-5). Un épisode dépressif caractéris¢é (EDC) est
caractérisé par une humeur ou une perte d’intérét ou de plaisir généralisée pendant au moins
deux semaines consécutives accompagnée d’autres symptomes comme la fatigue, un
ralentissement psychomoteur, une perte de poids ou d’appétit, un sommeil altéré, des
difficultés a se concentrer ou a prendre des décisions, d’idées de dévalorisation ou de
culpabilité et idées de mort récurrentes ou tentatives de suicide, I’ensemble de ces symptomes
entrainant une perturbation des activités habituelles (Institut national de prévention et
d'éducation pour la santé et al. 2009). En outre, il existe plusieurs facteurs de risque, comme

I’age du patient, son sexe, ou les comorbidités associées a 1’état dépressif.

Le diagnostic de la pathologie repose donc essentiellement sur les observations cliniques des
symptomes. La sévérité de 1’état dépressif est évaluée par différentes échelles qui permettent
de mesurer le nombre et la gravité des symptomes et ainsi de quantifier la réponse au

traitement antidépresseur (Gelenberg 2010). Les plus utilisées sont les échelles d’Hamilton
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et de Montgomery et Asberg (MADRS) (Montgomery and Asberg 1979). L’échelle
d’Hamilton est un questionnaire compos¢ de 24 items dans sa version compléte (Hamilton
1967) permettant d’évaluer quantitativement la sévérité des symptdmes et des atteintes
somatiques associées. Une personne diagnostiquée comme dépressive présente un score
minimal de 15. Le score d’un patient évolue proportionnellement avec I’intensité de 1’épisode
dépressif et du nombre de symptomes présentés par le patient. Cet outil permet également
I’évaluation de la réponse au traitement antidépresseur. Classiquement, celle-ci est définie par
une diminution d’au moins 50% du score obtenu lors de la premiére évaluation du

patient (Guilloux et al. 2011).

1.1.2 Aspects mécanistiques de la dépression

D’un point de vue mécanistique, comprendre la pathogénése de la dépression est complexe.
Contrairement a d’autres pathologies ou il est possible d’identifier précisément un ou
plusieurs facteurs déclencheurs de la maladie, ce n’est pas le cas pour la dépression. Quatre
hypothéses ont été formulées pour caractériser un €pisode dépressif, et bien qu’elles soient
souvent présentées comme ¢étant indépendantes ['une de 1’autre, il est fort probable qu’elles
soient intrinséquement liées. La dépression est donc une maladie multifactorielle, et

plusieurs mécanismes biologiques sont impliqués de maniére concomitante.

1.1.2.1 L’hypothése monoaminergique

C’est la premicre hypothése, la plus ancienne (Hirschfeld 2000). Elle stipule que la dépression
serait liée au dysfonctionnement du systéme de neurotransmetteurs monoaminergiques
(sérotonine, noradrénaline et dopamine), entrainant une diminution de ces neurotransmetteurs
au niveau extracellulaire et une neurotransmission cérébrale altérée. Cette hypothése a été
formulée a la suite d’observations montrant une diminution de la concentration des
métabolites monoaminergiques dans le liquide céphalo-rachidien, le sang, 1’urine et le
cerveau de patients dépressifs. Il faut cependant noter que ces dix derniéres années plusieurs
¢tudes sont venues apporter des limites a cette théorie, en démontrant que 1’hypothése
monoaminergique a elle seule ne peut entierement expliquer 1’étiologie de la dépression

(Duman et al. 1997).

1.1.2.2 Axe hypothalamo-hypophysaire

La deuxieme hypotheése est celle d’une atteinte de 1’axe hypothalamo-hypophysaire-

adrénalien (HPA), qui est I'un des principaux acteurs de la gestion du stress par 1’organisme.
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En effet, des taux élevés de cortisol, d’ACTH et de CRH ont été mesurés dans le sang, I’urine,
la salive, le LCR ou dans des prélévements post-mortem de certains cerveaux de patients
dépressifs (Carroll et al. 2007). Cette augmentation est due a une hyperactivité¢ de I’axe HPA
entrainant un défaut de rétrocontréle inhibiteur (Coryell 2007)(Figure 1). Néanmoins, seule
une partie des patients dépressifs présentent cette dérégulation de I’axe HPA, principalement
ceux atteints d’une dépression avec une composante mélancolique ou psychotique (Stetler and
Miller 2011). Cette hypothése a elle seule ne peut donc pas expliquer 1’ensemble de la

pathogénése de la maladie.

Hypothalamus
“cRH &

Pituitary
gland

4
ACTH
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° °
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Figure 1 : Circuit de la réponse au stress
Le noyau paraventriculaire est reli¢ a I'hypohyse, aux centres du tronc cérébral et la moelle épiniére qui commandent le
systéme nerveux végétatif. Les neurones parvocellulaires du PVN produisent la corticotropin releasing hormone (CRH) et la
vasopressine, les deux hormones principales qui stimulent la sécrétion de ' ACTH. La stimulation de ces neurones au cours
du stress entraine la libération de CRH dans la circulation porte hypophysaire a partir de I'hypothalamus. L'ACTH agit a son

tour sur les cellules de la cortico-surrénale qui liberent le cortisol dont 1'é1évation freine le systéme par rétrocontréle négatif a
plusieurs niveaux (hypophyse, hypothalamus, hippocampe).

1.1.2.3 Hypothése neurodégénérative de la dépression

Cette hypothése stipule qu’une altération du processus de neurogenese dans I’hippocampe
pourrait &tre a l'origine d’un état dépressif caractérisé, et qu’une augmentation de la
neurogenese hippocampique adulte est nécessaire pour observer les effets comportementaux

d’un traitement antidépresseur (Duman and Monteggia 2006). La neurogenese est le
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processus de production de nouveaux neurones et a ¢té décrite chez ’Homme (Spalding et al.
2013) et d’autres mammiféres (Eriksson et al. 1998). Elle se déroule, chez 1’adulte, dans 2
régions du cerveau : la zone sous-ventriculaire et la zone sous-granulaire du gyrus dentelé de
I’hippocampe. Les cellules souches présentes dans ces zones deviennent des cellules
progénitrices qui pourront ensuite évoluer en plusieurs types de cellules : astrocytes,
neurones, oligodendrocytes ou cellules microgliales. Les neurotrophines, dont le BDNF, sont
d’importants régulateurs de 1’activité neuronale, impliqués aussi bien dans la différenciation
des neurones que dans la survie ou la maturation neuronale. Des études post-mortem ont
montré une diminution des quantités de BDNF dans I"hippocampe (Dwivedi et al. 2003), le
cortex cingulaire (Tripp et al. 2012) ou de I’amygdale (Guilloux et al. 2012) chez des patients
dépressifs. Chez les patients recevant un traitement antidépresseur, les observations post-
mortem montrent une augmentation de la neurogenése (Boldrini et al., 2013, Figure 2) et du
BDNF dans I’hippocampe (Chen et al. 2001). Cette augmentation de BDNF se retrouve
¢galement au niveau plasmatique (pour revue: (Molendijk et al. 2014)). De manicre
intéressante, cette altération de la neurogenése est retrouvée dans de nombreux modéles

animaux de dépression (pour revue : (Miller and Hen 2015)).
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Figure 2 : Nombre de cellules granulaires dans le gyrus dentelé de I’hippocampe

Données issues d’une étude post-mortem sur des cerveaux de patient. Les patients non-traités souffrant de troubles dépressifs
majeurs ont moins de cellules granulaires que les patients sains ou les patients dépressifs traités par ISRS dans le gyrus
dentelé antérieur et médian. (Boldrini et al. 2013)
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1.1.2.4 La théorie neuro-inflammatoire de la dépression

Enfin, une derni¢re hypothése a émergé ces 20 dernieéres années : 1’hypothése immuno-
inflammatoire. Cette hypothése suggere qu'une augmentation des taux de cytokines pro-
inflammatoires, et une diminution des cytokines anti-inflammatoires, ainsi que
I’activation des cellules de 'immunité seraient associées a la pathogénéese de la dépression.
Les premiers travaux établissant un lien entre la dépression et ’activation des cellules T a été
publié en 1990 (Maes et al. 1990). Depuis, plusieurs études ont confirmé cette observation en
montrant notamment une augmentation du taux périphérique de cytokines pro-inflammatoires
chez des patients dépressifs (Dowlati et al. 2010). Des processus inflammatoires et des
interactions entre les systémes neurologique et immunitaire seraient ainsi impliqués dans le
développement de la dépression. Le mécanisme de la pathogénése serait le suivant: des
facteurs de stress externes (Steptoe et al. 2007, Shapira-Lichter et al. 2008 ) ou internes,
comme une translocation du lipopolysaccharide (LPS) a partir de bactéries E. coli de 1'intestin
(Maes et al. 2008) entraineraient une inflammation au niveau systémique mais ¢galement au
niveau central avec une activation de la microglie cérébrale qui stimulerait la production de
médiateurs pro-inflammatoires. Plusieurs conséquences découlent de cette réaction
inflammatoire : une diminution de zinc, une augmentation du stress oxydatif et nitrosatif, une
activation de I’axe HPA via la stimulation de production de CRF, d’ACTH et de cortisol, et la
stimulation de la production de indolamine-2,3-dioxygenase, enzyme induisant le catabolisme
de tryptophane , et par voie de conséquence une diminution de la quantité de tryptophane et
de sérotonine disponibles (Maes et al. 2011). Par ailleurs, certains de ces catabolites du
tryptophane sont neurotoxiques et peuvent avoir des effets sur le comportement, la
kynurénine par exemple a un effet anxiogéne (Lapin 2003). D’autre part, il a ét¢ montré que
I’inflammation provoque également une altération de la neurogenese chez le Rat, caractérisée
par une diminution de la prolifération cellulaire (Fujioka and Akema 2010), ainsi que de la

survie et la maturation neuronale (Monje et al. 2003).

1.1.3 Les traitements antidépresseurs

Une médication par des antidépresseurs est classiquement initiée pour les formes modérées a
séveres d’EDM. La prise en charge thérapeutique différe cependant selon I’intensité des
symptomes et le stade du patient (premier épisode, rechute ou récidive). De plus, le choix
précis de la stratégie thérapeutique sera orienté en fonction des antécédents du patient, de

I’efficacité et des effets pharmacologiques recherchés, des effets indésirables connus, des
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possibles propriétés secondaires des composés (sédatives, stimulantes) et de la présence de

comorbidités psychiatriques diagnostiquées.

Il existe plusieurs classes d’antidépresseurs sur le marché présentant des mécanismes d’action

différents.

Les inhibiteurs de monoamine oxydase (IMAO) sont les premiers antidépresseurs utilisés a
partir de 1950 (tel que la phénelzine) qui augmente la concentration en sérotonine en inhibant
la monoaminea oxydase A chargée de sa dégradation. Cependant, les IMAO présentent des
effets indésirables graves comme les interactions avec d'autres médicaments. Les IMAO ont
été remplacés rapidement par les antidépresseurs tricycliques (TCA : amitriptyline,
imipramine, clomipramine). Les TCA présentent une faible sélectivité pharmacologique, et
augmentent les concentrations de neurotransmetteurs par inhibition de la recapture de
sérotonine et de noradrénaline. Ils présentent également une activité antagoniste des
récepteurs ol adrénergique, H1 et MI. Ces derniers effets antimuscariniques sont

responsables des principaux effets indésirables reportés avec ces molécules.

Les Inhibiteurs Sélectifs de Recapture de la Sérotonine (ISRSs) sont les médicaments de
référence pour le traitement de la dépression et des troubles anxieux généralisés, notamment
la fluoxétine et le citalopram (Figure 3). Leur activité consiste a inhiber sélectivement le
transporteur permettant la recapture de la sérotonine (SERT) induisant ainsi une augmentation
des concentrations intra-synaptiques de sérotonine, ce qui permet ainsi I’activation prolongée
des récepteurs sérotoninergiques postsynaptiques. S’ils présentent une efficacité similaire a
celle des TCA, ils bénéficient de moins d’effets indésirables qui justifie leur utilisation

comme traitement de premicre intention.
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Figure 3 : Nombre total de prescription pour les 11 antidépresseurs les plus prescrits aux Etats-Unis
Les ISRS avec le citalopram et la fluoxétine font partie des antidépresseurs les plus prescrits (D’aprés (Coupland et al. 2011)

D’autres traitements, tels que les Inhibiteurs de recapture « mixtes » de la sérotonine et de la
noradrénaline (IRSN, par exemple la venlafaxine et duloxétine), ont fait la preuve de leur
efficacité¢ et sont trés utilisés. Dans I’optique d’améliorer le traitement de la dépression
majeure, de nouvelles stratégies ont été mises en place. Le développement de molécules
capables d’agir sur plusieurs systémes a la fois semble une piste intéressante (Millan, 2009).
Les nouvelles molécules mises sur le marché présentent ainsi des mécanismes d’action
multicible (Agomélatine : agoniste des récepteurs de la mélatonine 1 et 2 associé¢ a des
propriétés antagonistes des récepteurs 5- HT2C) ou multimodale (Vortioxetine : inhibiteur de
la recapture de serotonine, agoniste des récepteurs 5-HT1A, agoniste partiel 5-HT1B,
antagoniste 5-HT1D, 5-HT3, 5-HT7). Ces actions multimodales sont un retour a une non
sélectivité pharmacologique « choisie » afin de diminuer le délai d’action, de potentialiser
I’effet des antidépresseurs, diminuer certains effets indésirables (notamment la dysfonction

sexuelle induite par les ISRS), restaurer la fonction cognitive (Tritschler et al. 2014).

Cependant, apres instauration de ces traitements, des inconvénients majeurs autres que leurs

effets indésirables, et ce quelle que soit la classe considérée, sont a noter :
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- D’une part, on observe un long délai d’action de la molécule pour induire une
réponse et donc mesurer une efficacité clinique. En effet, il faut compter environ 4

semaines avant de mesurer les premiers effets du traitement.

- Le deuxiéme é¢élément a noter concernant la réponse aux antidépresseurs, est le fait
qu’environ 30% des patients sont non-répondeurs et/ou résistants au traitement, c’est-
a-dire qu’ils ne présentent aucun signe de rémission de la maladie. La plus large étude
portant sur la dépression résistante au traitement (TRD), I’étude STAR*D qui a été
menée aux Etats-Unis avec 4.000 participants, a montré une rémission chez 37% des
patients apres un traitement de 12 semaines avec du citalopram, et chez 67% apres 4
traitements successifs (Rush et al. 2006). La pathologie va alors étre qualifiée de
dépression résistante au traitement. De nombreux algorithmes de traitements,
développés dans la partie suivante, ont ét€ mis en place pour traiter la TRD, et bien
que de nouveaux protocoles et nouvelles stratégies soient constamment au centre de la
préoccupation de la recherche sur la dépression, il n’existe a ce jour aucun protocole
spécifique validé pour traiter la TRD (National Collaborating Centre for Mental
Health (Great Britain) and Royal College of Psychiatrists. 2010).

1.1.4 La non-réponse/résistance aux antidépresseurs en clinique

La caractéristique commune a tous les traitements antidépresseurs, de fagon indépendante de
leur mécanisme d’action, est que plus de la moitié des patients souffrants d’épisodes
dépressifs majeurs ne répondent pas de fagon optimale au traitement et ne montrent pas
d’amélioration significative de leur état clinique, quel que soit I’age ou le sexe des patients
(Kornstein et al. 2000 , Thiels et al. 2005 , Young et al. 2008).

Si I’on suit la trajectoire de 1’état psychique d’un patient, on observe que, suite a la mise en
place d’un traitement antidépresseur, le patient peut présenter différents types de réponse

(Figure 4).
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Figure 4 : Evolution de la symptomatologie de la maladie aprés administration d’un antidépresseur

Suite au traitement, et en fonction des patients, certains vont présenter une rémission de leur état dépressif, alors
que d’autres présenteront une réponse incompléte voire une absence de réponse au traitement. (D’aprés (Kupfer
1991)

La réponse a un antidépresseur est caractérisée par la diminution d’au moins 50% du score
sur I’échelle d’Hamilton (Riso et al. 1997) correspondant & une amélioration de 1’état
psychique du patient. Néanmoins, si une telle diminution du score permet de mettre en
¢vidence une réponse, elle ne permet pas de caractériser une rémission. En effet, tant que le
score d’Hamilton est supérieur a 15, le patient sera toujours considéré comme dépressif quelle

que soit la diminution mesurée.

Pour la non-réponse, il est moins aisé de définir un seuil mais elle est souvent définie comme
une diminution inférieure a 25% du score par rapport a la valeur initiale sur 1’échelle de
dépression. Enfin, la résistance au traitement antidépresseur est définie le plus couramment
comme |’absence de réponse a deux traitements antidépresseurs (espacées de 4 mois)
appartenant a des classes différentes, prescrits a une posologie et pendant une durée adéquates

(Connolly and Thase 2011 , Ruhe et al. 2012).

1.1.5 Dimorphisme sexuel de la dépression chez ’'Homme

Des études épidémiologiques ont montré que la prévalence de la dépression est deux fois plus
importante chez les femmes que chez les hommes, et ce indépendamment de 1’age, du
contexte socio-économique ou géographique des personnes (Ferrari et al. 2013 , Whiteford et
al. 2013). A partir de I’adolescence, on observe une augmentation considérable du nombre

d’épisodes dépressifs chez les femmes par rapport aux hommes (Wade et al. 2002). Ce
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dimorphisme sexuel a été trés étudié au cours de ces derni¢res années, afin d’essayer de
mieux comprendre les mécanismes sous-jacents de ces différences, la finalit¢ étant

d’optimiser le diagnostic et le traitement de la maladie.

Plusieurs hypothéses ont été avancées pour expliquer ce dimorphisme. Certaines ont par
exemple stipulé qu’il pouvait y avoir des facteurs génétiques impliqués. Cependant, la
majorité des études réalisées n’a montré aucune différence de vulnérabilité génétique aux
épisodes dépressifs entres les hommes et les femmes (Bierut et al. 1999 , Kendler and Prescott
1999). En revanche, ce qui semble plus probable c’est I’influence des hormones sexuelles
sur le dimorphisme de la dépression, car celles-ci impactent le fonctionnement du systeme
de neurotransmetteurs (Fink et al. 1996 , Palanza 2001). Ces derniers étant des acteurs
majeurs dans la physiopathologie de la dépression, les différences de variations hormonales
entre les hommes et les femmes peuvent expliquer des différences dans les manifestations de

la maladie.

1.1.5.1 Dimorphisme des manifestations cliniques de la dépression

L’¢étude STAR*D a montré une prépondérance chez les femmes de comorbidités d’anxiété
généralisée, de boulimie, et de troubles de somatisation alors que les hommes souffriraient
plutét de comorbidités liées a 1’abus de substances, telles que 1’alcool (Marcus et al. 2005,
Marcus et al. 2008 ). D’autres études ont confirmé ces profils de dépression différents entre

les hommes et les femmes (Angst et al. 2002 , Silverstein 2002, Lamers et al. 2010 ).

Tableau 1 résume les principales différences dans les manifestations cliniques des épisodes

dépressifs entre les hommes et les femmes.

Femmes Hommes

Premier épisode dépressif a un plus jeune age
Taux de suicide plus important

Attaques de panique (+agoraphobie)

Anxiété généralisée

Dépression atypique ++ (augmentation de
I’appétit, prise de poids, hypersomnie...)
Somatisation de la maladie

Durée de I’épisode plus longue

Abus d’alcool et/ou de drogues
Diminution de la tolérance au stress
Comportement impulsif et agressif
Dépendance au travail

Exercice physique excessif
Diminution de la libido

Insomnie

Tableau 1 : Dimorphisme sexuel des manifestations cliniques de la dépression
(D’apres (Schuch et al. 2014, Kim et al. 2015)
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1.1.5.2 Dimorphisme sexuel de la réponse au traitement

Si le dimorphisme sexuel quant & la vulnérabilité de développer un état dépressif est bien
documenté¢, il semble qu’en terme de réponse aux antidépresseurs, les données ne convergent
pas vers le méme résultat. Depuis plusieurs années, un nombre important d’études a été mené
afin de montrer une éventuelle différence de réponse au traitement antidépresseur entre les
hommes et les femmes. Si certaines ont pu observer une association entre le sexe et la réponse
a ’antidépresseur (Kornstein et al. 2000 , Martenyi et al. 2001 , Domschke et al. 2008, Young
et al. 2008 ) d’autres ont montré que la réponse était indépendante du sexe du patient (Thiels
et al. 2005, Kornstein 2006 , Kornstein 2010 , Deligiannidis et al. 2013 , Kornstein et al. 2014
) (

Tableau 2). Il faut tout de méme rester prudent lorsqu’on compare ces différentes études, car le

nombre de patients, la classe d’antidépresseurs ou la durée du traitement varie de I'une a

’autre, et ces différents parametres peuvent influer sur les résultats obtenus (Damoiseaux et

al. 2014).

Nombr . Durée : .
Auteurs 0 b GOS Traitement . Résultat clinique
patients (semaines)
(Korr;s(;gt)n) sl 635 Ii?;trr:rllfilr?e 12 Réponse a la sertraline ?a la
" & : réponse différente entre la
(Martenyi et al. 2001) 105 hljlgll;)r)éiitllirife 6 fluoxetine et la maprotiline
Young et al. 2008) 2876340 Citalopram 12-14 Réponse @ > &
g
(Thiels et al. 2005) 3452 Sertraline 24 Reéponse ¢ =J
(Kornstein et al. 896 » 9 Réponse @ =&
2006) Duloxétine
(Kornstein et al. 1805 Desvenlafaxine 8 Réponse @ =&
2014)
(Kornstein et al. 1047 Venlafaxine 10 Réponse @ =&
2014) Fluoxétine
4h, 7h, 24h, Réponse @ =&
(Coyle and Laws 437 Kétamine 7jours et 12-
2015) 14 jours Réponse & > Q
(Zhang et al. 2015) 7666 Vortioxétine I dose Reéponse ¢ =J

Tableau 2 : Différentes études comparant la réponse aux antidépresseurs en fonction du sexe
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En conclusion, si la compréhension des mécanismes sous-tendant le dimorphisme sexuel de la
dépression reste primordiale, il semble d’apres ces études, que le sexe ne semble pas jouer un

role critique dans la réponse thérapeutique (Sotsky et al. 1991).

1.1.6 Lerdle de I'hippocampe dans les troubles anxio-dépressifs

L’hippocampe est une structure limbique qui semble jouer un rdle majeur dans la
physiopathologie (Sheline et al. 2002, Malykhin and Coupland 2015) et le traitement des
troubles de I’humeur (Dusi et al. 2015), et qui module la réponse antidépressive dans les
modeles comportementaux de la dépression (Miller and Hen 2015). C’est une structure qui a
notamment pour réle de moduler le fonctionnement de I’axe hypothalamo-hypohyso-
surrénalien (HPA). Ainsi, une Iésion de I’hippocampe affaiblit le controle de la réponse
hormonale au stress (Jacobson and Sapolsky 1991, Dedovic et al. 2009 ). Par ailleurs, une
augmentation des taux de cortisol/corticostérone induit a un dysfonctionnement de

I’hippocampe chez ’Homme et chez les rongeurs (McEwen et al. 1997, Herman et al. 2005 ).

En outre, I’hippocampe, et plus exactement le gyrus dentelé de I’hippocampe est le si¢ge du
processus de production de nouveaux neurones chez 1’adulte. La neurogenése inclut plusieurs
¢tapes distinctes : la prolifération cellulaire, la survie des neurones et la maturation neuronale
(Figure 5). Des études ont montré une atrophie de I’hippocampe associée a une perte de
neurones dans cette structure chez des patients dépressifs (Gurvits et al. 1996) et une durée
des épisodes dépressifs corrélée a la diminution du volume de I’hippocampe chez I’Homme
(Sheline et al. 1999, Sheline et al. 2002, Sheline et al. 2003). De plus, d’autres études chez le
rongeur ont montré qu’une exposition chronique a un stress peut diminuer la neurogenése
adulte dans le gyrus dentelé (Jayatissa et al. 2006). Ces altérations sont corrigées par un
traitement antidépresseur chronique (Czeh et al. 2001 , David et al. 2009). Le long délai
d’action des ISRS pourrait correspondre au temps nécessaire pour mise en place de la

neurogenese dans 1’hippocampe.
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Figure 5 : Processus de neurogenése dans le gyrus dentelé de I'hippocampe adulte de Souris
La neurogenese hippocampique chez ’adulte a lieu dans le gyrus dentelé, et consiste en la prolifération de cellules
progénitrices dans la couche sous granulaire, qui migrent vers la couche granulaire lors de leur différenciation en neurones ou
astrocytes. Les antidépresseurs en traitement chronique augmentent la neurogenese chez 1’adulte en agissant a différents

niveaux : ils augmentent le nombre de cellules qui proliférent, accélérent la maturation, et augmentent la survie des neurones
nouvellement formés (Wang et al. 2008)

1.2 La dépression résistante au traitement : TRD

Elucider les mécanismes de la résistance au traitement antidépresseur est aujourd’hui un défi
majeur pour les chercheurs et les prescripteurs. De maniére générale, un échec thérapeutique
est toujours compliqué a vivre pour un patient, et il I’est d’autant plus lorsque ledit patient est
dépressif. Cibler dés la mise en place de la stratégie thérapeutique un traitement efficace
favoriserait 1’adhérence du patient au traitement. Il est donc primordial d’approfondir 1’étude
des mécanismes de la résistance au traitement, d’identifier des biomarqueurs, et de mettre en

¢vidence des stratégies thérapeutiques appropriées a chaque catégorie de patients.

1.2.1 Aspects cliniques de la TRD

1.2.1.1 Non-réponse et résistance : définitions

Le concept de résistance au traitement antidépresseur a été introduit en 1974 (Heimann 1974 ,
Lehmann 1974). De manicre simplifiée, cela représente 1’incapacité du praticien a traiter un
patient dépressif avec une thérapeutique spécifique adaptée a sa pathologie (Ionescu et al.
2015). Depuis, plusieurs définitions de la résistance ont été développées, et il existe plusieurs

guidelines nationales permettant de caractériser la résistance. Cependant, aucune définition
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standard et validée de la TRD n’est disponible et aucune guideline spécifique internationale
n’a été adoptée (Berman et al. 1997, Berlim and Turecki 2007 ).

Il existe 2 méthodes pour définir la TRD : une approche dite de I’échec thérapeutique
(Souery et al. 1999) ou lutilisation d’un modéle de stratification (Souery et al. 2006). Ces
2 méthodes se basent sur le nombre de différentes tentatives et stratégies thérapeutiques
antidépressives (psychothérapie, médicamenteuse, sismothérapie) avant d’induire une
réponse, 1’éventuelle utilisation de stratégies d’augmentation, et peut aussi inclure la
chronicit¢ de la pathologie. Les méthodes de définition actuellement disponibles sont les

suivantes :

- Thase and Rush staging model (TRSM) (Thase and Rush 1997)

- European Staging model (ESM) (Souery et al. 1999)

- Antidepressant treatment history form (ATHF) (Sackeim et al. 1990, Oquendo et al.
1999)

- Masachussetts general hospital (MGH) (Fava 2003)

- Maudsley staging method (MSM) (Fekadu et al. 2009)

La méthode de classification de Thase et Rush est la plus répandue (Pérez-Wehbe et al. 2014)
et elle consiste a considérer un patient résistant lorsque deux traitements antidépresseurs
successifs adéquats (administré a la posologie et pendant la durée adéquates)
appartenant a 2 classes pharmacologiques différentes ne permettent pas d’amener le

patient a un état de rémission (Tableau 3).

‘ Stade Description
Stade 1 Echec de > 1 essai avec un antidépresseur classique
Echec de > 2 essais avec des antidépresseurs appartenant a des classes
Stade 2 s
différentes
Stade 3 Résistance de stade 2 + échec d’un essai avec un antidépresseur tricyclique
Stade 4 Résistance de stade 3 + échec d’un essai avec un IMAO
Stade 5 Résistance de stade 4 + échec de ’ECT

Tableau 3 : Méthode de classification de Thase et Rush pour définir la résistance au traitement
antidépresseur (Thase and Rush 1997)

28



Introduction

1.2.1.2 Facteurs expliquant la résistance au traitement

Plusieurs études ont tent¢ de répondre a la question des facteurs influant la réponse
thérapeutique.

- La résistance aux antidépresseurs peut tout d’abord étre expliquée par des facteurs

non-spécifiques au médicament, comme le métabolisme hépatique, via notamment

les polymorphismes du CYP450 (CYP2C19) (Mrazek et al. 2011) ou un transport

insuffisant a travers la barriére hémato-encéphalique (Kato et al. 2008).

- D’autre part, I’hétérogénéité de la maladie, associée au manque de prédicteurs
biologiques stables connus de la réponse au traitement sont certainement d’autres

facteurs compliquant I’étude de la non-réponse ou la résistance (Thase 2014)

Malgré les différentes hypothéses, nous n’avons encore aucune certitude sur le mécanisme de
survenue d’une résistance a un traitement antidépresseur. Par ailleurs, il ne faut pas négliger
que 60% des patients catégorisés en tant que résistants au traitement seraient en fait
pseudorésistants (Nierenberg and Amsterdam 1990, Kornstein and Schneider 2001 ). La
pseudorésistance correspond a une erreur de diagnostic, le plus souvent a une confusion avec
un trouble bipolaire. Par conséquent, avant de considérer un patient comme résistant, le
praticien doit s’assurer que le diagnostic de dépression unipolaire est correct, que
I’antidépresseur a été convenablement sélectionné, que le patient présente une bonne
observance au traitement, et que les comorbidités médicales et psychiatriques associées ont

¢té correctement ¢valuées et traitées (Tundo et al. 2015).
1.2.1.3 Les facteurs de risque de la TRD

1.2.1.3.1 L’dge

La période la plus fréquente d’apparition d’un épisode dépressif caractérisé se situe
approximativement entre 25 et 45 ans (Kessler et al. 2007). Un age avancé est associé¢ a un
taux de réponse plus bas aux antidépresseurs (Tedeschini et al. 2011). Cette catégorie de la
population présente donc un risque plus élevé de développer une TRD (Kornstein and
Schneider 2001).

D’autre part, plus la pathologie dépressive apparait tot, plus le risque de développer une
maladie chronique (Akiskal et al. 1981) et résistante au traitement antidépresseur est élevée
(Souery et al. 2007).
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1.2.1.3.2 Influence du sexe

Comme mentionné précédemment, la prévalence de la dépression caractérisée est double dans
la population féminine par rapport aux hommes (Kornstein et al. 2000) et les femmes seraient
4 fois plus susceptibles de développer une dépression récurrente (Perugi et al. 1990). Dans la
littérature, le sexe féminin a souvent été mentionné comme un facteur de risque de la TRD.
Cependant, ces données s’expliquent par le fait que pendant longtemps, les tricycliques ont
été¢ les antidépresseurs les plus prescrits et que les femmes répondent moins bien aux

tricycliques que les hommes. Par conséquent, comme mentionné dans le

Tableau 2, la réponse au traitement dépend du traitement administré, et la plupart des études

n’ont montré aucune différence de réponse entre les hommes et les femmes.

1.2.1.3.3 Autres facteurs de risque

La sévérité et la durée des épisodes dépressifs sont également des facteurs de risque de la
TRD (Berman et al. 1997 , Kornstein 2006). Le risque de développer une TRD est en effet
plus ¢élevé chez les patients qui souffrent de dépression chronique (Souery et al. 2007).

Bien que les comorbidités psychiatriques et médicales, telles que les comorbidités cardiaques,
cérébro-vasculaires ou neurodégénératives puissent aussi étre des facteurs de risque de la
maladie, aucune évidence n’a confirmé leur responsabilité dans I’augmentation de la non-
réponse chez les patients (cardiaque (Scherrer et al. 2012) ; cérébro-vasculaire (Miller et al.

2002) ; maladies neurodégénératives (Price et al. 2011)).

Enfin, en ce qui qui concerne les facteurs socio-démographiques, les résultats sont trop
hétérogeénes pour pouvoir tirer des conclusions quant a leur implication dans le

développement d’une TRD (Berman et al. 1997 , Souery et al. 1999).

1.2.1.4 Traitements de la TRD

Bien que plusieurs stratégies thérapeutiques soient a ce jour disponibles pour traiter la TRD et
que la recherche de nouveaux protocoles efficaces soit constamment au coeur des
préoccupations, il n’existe a ce jour aucun protocole spécifique validé et recommandé pour
traiter la TRD. (National Collaborating Centre for Mental Health (Great Britain) and Royal
College of Psychiatrists. 2010)
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1.2.1.4.1 Stratégies thérapeutiques

Afin d’apprécier la thérapeutique la mieux adaptée au patient, il existe des guidelines qui
recommandent quel traitement choisir en premicre intention (Bauer 2007 , Ramasubbu et al.

2012).

Le choix du traitement

Les guidelines de prescription permettent de guider le praticien dans les choix de traitement
en fonction du profil du patient. Pour la prescription d’un traitement antidépresseur, il existe
plusieurs guidelines (American Psychiatric Association guidelines, Canadian Network for
Mood and Anxiety Treatments guidelines, British Association of Psychopharmacology
guidelines, Institute for clinical systems improvement healthcare guideline, German society of
psychiatry guidelines, psychotherapy and neurology guidelines, World federation of societies
of biological psychiatry guidelines). Cependant, I’utilisation de ces directives est plus limitée
en ce qui concerne la prise en charge des patients résistants au traitement. De ce fait, les
psychiatres se reposent principalement sur leur expérience professionnelle personnelle, sur
I’historique thérapeutique du patient, les effets indésirables et les potentielles interactions

avec les autres traitements que prend le patient.
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Figure 6 : Un des algorithmes proposés pour le traitement de la dépression
Apres administration d’un antidépresseur pendant 4 a 6 semaines, on évalue la réponse au traitement. Soit le patient a
répondu au traitement, auquel cas, on continue le traitement, soit il n’a pas répondu et dans ce cas, on évalue I’observance et
le taux de concentration plasmatique du médicament. Si la non-réponse n’est pas due a un probléme d’observance, on
augmente la posologie du médicament, et & nouveau on évalue la réponse. Si le patient répond, on continue le traitement avec
la méme posologie, et s’il ne répond pas, 3 stratégies existent : changer 1’antidépresseur, augmentation avec du lithium, ou

combiner plusieurs antidépresseurs. Si le patient ne répond toujours pas aprés tout cela, il faudra envisager d’autres
alternatives, comme la psychothérapie ou des traitement somatiques (D’aprés (Bschor et al. 2014))

L’antidépresseur est d’abord prescrit a la dose standard. Si le patient présente une rémission
de ses symptomes, le traitement est maintenu pendant 6 a 12 mois apres la rémission. Dans le
cas ou le patient est non-répondeur, avant toute décision thérapeutique, la mesure du taux

plasmatique du traitement est recommandée afin de vérifier que la concentration est bien dans
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la fenétre optimale pour I’efficacité clinique. Si le patient ne répond toujours pas apres
I’augmentation de la dose, plusieurs stratégies sont envisageables : 1) changer de traitement
(Barowsky and Schwartz 2006), 2) combiner 2 antidépresseurs de classes différentes (Dodd et
al. 2005), 3) combiner I’antidépresseur avec un traitement non-antidépresseur (Carvalho et al.
2007) ou 4) augmenter la dose jusqu’a la dose maximale tolérée pendant au moins 6 a 12

semaines (Figure 6).
Changement d’antidépresseur

C’est la stratégie la plus fréquente en pratique clinique parce qu’elle présente un moindre
risque, qu’elle est bien tolérée et qu’elle diminue les colits de traitement (Tundo et al. 2015).
Néanmoins il n’existe pas d’évidence clinique du bénéfice du changement d’un traitement
antidépresseur, les résultats obtenus étant contradictoires. (Ruhe et al. 2006, Rush et al.
2006 , Papakostas et al. 2008 , Bschor and Baethge 2010). Le praticien a 2 options : changer
de traitement en restant dans la méme classe thérapeutique ou bien changer de classe
thérapeutique. Les résultats tendent & montrer que la stratégie de changement d’antidépresseur
est plus efficace dans le cadre d’une intolérance, plutdt que d’une résistance a un précédent

traitement. (Brown and Harrison 1992 , Zarate et al. 1996 , Shelton et al. 2010)
Augmentation avec le lithium

Le lithium est un métal alcalin utilis¢é depuis longtemps en médecine notamment dans le
traitement des troubles bipolaires. Des études cliniques ont montré que le lithium pouvait
également étre efficace dans le traitement d’une TRD, et qu’une augmentation avec du
lithium avait trois fois plus de chance de déclencher une réponse au traitement qu’une
augmentation avec un placebo (Tableau 4). Jusque récemment, la stratégie d’augmentation

avec le lithium était la plus étudi¢e. (Nelson and Papakostas 2009)

Le lithium peut étre co-administré si le patient n’a pas répondu a au moins un traitement
antidépresseur standard. Il est administré a une dose croissante et les taux plasmatiques
doivent étre contrdlés régulierement car la fenétre thérapeutique est trés étroite (entre 0,6 et
0,9 mmol/L). Si le patient ne répond toujours pas au bout de 2 semaines, le traitement doit
étre interrompu. En revanche, si le patient y répond favorablement, la co-administration

antidépresseur/lithium est prolongée pendant 6 a 12 mois (Bschor et al. 2014).
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Augmentation avec un antipsychotique de 2°™ génération a faible dose
g DSy q &g

La premiere étude concernant 1’utilisation de médicaments antipsychotiques pour traiter des
patients dépressifs n’ayant pas répondu a un traitement conventionnel avec un ISRS date de
1999 (Ostroff and Nelson 1999). Néanmoins avec l’arrivée de la nouvelle génération,
présentant beaucoup moins d’effets indésirables, leur utilisation est devenue plus courante et a
intégré la plupart des guidelines de prescription en tant que stratégie d’augmentation reconnue
chez les patients non-répondeurs aux antidépresseurs. Dans une méta-analyse sur 1’utilisation
des antipsychotiques atypiques, il a été montré que les patients traités avec ces médicaments
associés aux antidépresseurs présentaient 2 fois plus de chance de rémission que les patients
sous placebo. Aucune différence d’efficacité n’a ét€¢ observée entre différentes molécules
antipsychotiques (olanzapine, risperidone, quetiapine et aripiprazole) (Nelson and Papakostas
2009) et peu d’informations sont disponibles sur la durée optimale de cette augmentation ou

sur I’utilisation chez les personnes agées ou les adolescents (Patkar and Pae 2013).
Combinaison de 2 antidépresseurs

Cette stratégie consiste a combiner la thérapeutique actuellement prise par le patient, avec un
autre antidépresseur, prescrit a la dose optimale et pendant une durée adéquate. Les études
utilisant cette stratégie concernent principalement les combinaisons qui impliquent un
inhibiteur de recapture (ISRS, ISRN, ATC) couplé avec un bloqueur des autorécepteurs
présynaptiques (miansérine, mirtazapine ou trazodone) et ont montré un effet synergique de

cette combinaison (Bschor et al. 2014)
(4)-Kétamine

La kétamine est un antagoniste non-compétitif a haute affinit¢ du récepteur N-méthyl-D-
aspartate (NMDA), utilis¢é pour ses propriétés anesthésiantes (Green and Li 2000) et
¢galement pour aider a soulager les douleurs chroniques (Mathew et al. 2012). Il a été montré
qu’une perfusion de 4 minutes d’une dose sub-anesthétique de kétamine (0.5 mg/kg) pouvait
avoir une action antidépressive rapide sur des patients n’ayant recu aucun traitement, et
¢galement sur des patients TRD (Murrough et al. 2013, Fond et al. 2014 , McGirr and Berlim
2014 ). Ces effets persistent de 3 a 7 jours (Zarate et al. 2006)

Une étude menée sur des patients TRD avec de la kétamine a montré des taux de réponse de
64,8% par rapport a 28% pour des patients contrdles aprés une unique perfusion IV pendant

40 minutes (Murrough et al. 2013). Des perfusions répétées (jusqu’a 6 perfusions IV pendant
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2 semaines) ont ¢levé le taux de réponse a 70.8%. Le temps moyen de rechute apres la
derniére perfusion est de 18 jours.

De maniere générale, bien que les nombreuses études réalisées avec le mélange racémique de
kétamine montrent des taux de réponse qui sont variables, I’administration de kétamine
semble bien augmenter la réponse au traitement antidépresseur comparé au placebo (Perry et
al. 2007). Par ailleurs, I’administration de kétamine est aussi possible par voie intranasale,
afin de limiter les effets indésirables psychomimétiques, ce qui présente ainsi un bon équilibre
entre la faisabilité et I’efficacité. L’hydroxynorketamine est également a 1’étude et

présenterait des effets antidépresseurs sans effets psychomimétiques (Hashimoto 2016).

Autres stratégies

Depuis sa découverte en 1969 par Prange et al (Prange et al. 1969), I’augmentation avec les
hormones thyroidiennes a ét¢ la deuxieme stratégie d’augmentation la plus étudiée apres
celle avec le lithium, et a montré son efficacité dans plusieurs études (Iosifescu et al. 2005 ,
Abraham et al. 2006), bien que certaines n’aient observé aucune amélioration avec des
suppléments thyroidiens (Joffe et al. 2006).

D’autres études ont suggéré que d’autre traitements tels que le pindolol ou la lamotrigine
pouvaient étre efficaces (Philip et al. 2010) mais les données obtenues sont inconsistantes et
contradictoires, ils ne sont donc pas considérés comme des stratégies valides a 1’heure

actuelle.

Si toutes les stratégies citées précédemment sont infructueuses et ne permettent pas d’induire

une réponse du patient, des stratégies de 3™ ligne doivent étre envisagées.

Inhibiteurs irréversibles de la mono-amine oxydase (IMAO)

La plupart du temps, les IMAO sont évités car ils possédent de nombreux effets indésirables.
En effet, les patients sous IMAO (iproniazide, MARSILID®) doivent suivre un régime strict
bas en tyramine pour éviter le risque d’une crise hypertensive. Par ailleurs, aucune molécule
sérotoninergique ne doit étre administrée juste apres un traitement par IMAO et la dose doit

étre augmentée progressivement (Adli et al. 2008)

Thérapie électro-convulsive (ECT)
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La thérapie ¢électro-convulsive est le traitement le plus efficace disponible aujourd’hui pour
traiter une dépression résistante. En effet, le taux de réponse est de 50 a 75% parmi les non-
répondeurs au traitement antidépresseur et on a observé une réponse plus élevée chez les
patients ayant recu une ECT seule que chez ceux ayant recu un antidépresseur seul.

Le mécanisme d’action de I’ECT n’est pas encore totalement résolu, mais certaines études ont
suggéré que I’ECT augmente des taux de dopamine et 5-hydroxytryptamine (Xie et al. 2013).
Elle pourrait aussi entrainer une augmentation de la concentration de BDNF (Bocchio-
Chiavetto et al. 2006, Rocha et al. 2016) et une augmentation du volume de I’hippocampe
(Nordanskog et al. 2014). Une méta-analyse Des troubles cognitifs sont assez souvent
observés aprés une cure d’ECT mais sont dans la majorité des cas transitoires, et se
normalisent 3 mois post-ECT. Le principal probléme de cette technique est un taux de
récurrence €levé qui survient assez tot apres le traitement. Il peut aller jusqu’a 80% dans les 6

mois qui suivent si aucun traitement antidépresseur n’est administré.

Stimulation cérébrale profonde (SCP)

Lorsque le patient n’a répondu a aucune des stratégies citées ci-dessus, une stimulation
cérébrale profonde peut étre envisagée. Contrairement a la thérapie €lectro-convulsive, cette
stimulation est une méthode invasive qui consiste a implanter des électrodes dans le cerveau
du patient sous anesthésie. Les régions ciblées sont principalement la substance blanche de
I’aire 25 de Brodmann qui correspond a une sous-région du cortex cingulaire, la capsule
ventrale du striatum et le nucleus accumbens (Delaloye and Holtzheimer 2014).

Cette technique est principalement indiquée pour la maladie de Parkinson mais quelques
¢tudes ont évalué son efficacit¢ sur la TRD et montrent une efficacité chez les patients
résistants, avec pour certaines études, de bons taux de réponse notamment apres implantation
dans le cortex cingulaire (taux de réponse a 1, 2 et 3 ans apres 1I’implantation respectivement
de 62.5%, 46.2% et 75% (Kennedy et al. 2011)). Cependant, si les résultats semblent
encourageants, ils proviennent principalement d’études cliniques ouvertes, incluant peu de

patients déprimés, sans groupe controle.(Delaloye and Holtzheimer 2014)

36



Introduction

Stratégies

Etudes

Avantages

Inconvénients

Mécanismes

(Ruhe et al. 2006)
(Papakostas et al. 2008)

Méthode sire et bien tolérée

Pas de solides preuves scientifiques en
faveur de cette méthode
traitements

Augmente le nombre de

successifs et donc le risque de résistance

Thase et al. 2002 sdui A ;
a (tj.l:iz}nger ( ) Réduls les colts du traitement Changement du mécanisme d’action de
antiaepresseur . . . . 5 Sy
(Fava et al. 2001) A privilégier plutdt lorsque le patient C’er'tams tra1ten;lents IllecessneAné une I’antidépresseur
ne tolére pas bien le 1¥ traitement période de wash-out (les IMAOs par

(Kaplan 2002) exemple)

(Nierenberg et al. 2003)

(de Montigny et al. 1999) Possible perte de tout effet thérapeutique

du premier traitement

(Baumann et al. 1996) ?,uilrll]szme par 3 les chances de Fenétre  thérapeutique  étroite : la Augmente lz:zz;ztt?rﬁfsesynap 1que

Augmentation (Bauer and Dopfmer 1999) P concentration de lithium doit étre mesurée

au lithium

(Crossley and Bauer 2007)
(Fava et al. 1994)
(Nierenberg et al. 2006)

Réponse au traitement dans des brefs
délais : a partir de 48h et en moyenne
en 6 semaines

régulierement

Effets indésirables potentiellement séveres

Effets synergiques sur les systémes de
second messager liés a la production de
monoamines

Augmentation (Bauer et al. 2009) Effets indésirabl b . prise d
(Shelton et al. 2001) Améliore les symptomes tels que cts indesirables nom reux:prise e .
avec un . L o . poids, syndrome métabolique, sédation, Antagonistes D2 / 5-HT;a
antipsychotique (Thase et al. 2008) ’agitation et I’insomnie offets extrapyramidaux
(Yoshimura et al. 2012) Py
(Fabrazzo et al. 2012)
Augmentation des effets indésirables et
toxicité cardiaque (arythmies)
Augmentation . Le patient garde le méme traitement
, (Crismon et al. 1999) . . . . , .
dose et durée du (Fredman et al. 2000) donc ne change pas ses habitudes ce Stratégie pas applicable pour tous les Augmentation de I’efficacité du
traitement ) qui une meilleure compliance au traitements antidépresseurs traitement

(Nierenberg et al. 1995)

traitement.

Potentielle augmentation du délai de
réponse
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Combinaison 2

(Carvalho et al. 2014)
(Levitt et al. 1999)

Effet synergique des traitements

Diminution du risque des symptomes
de sevrage

Etudes peu nombreuses

Etudes de combinaison souvent réalisées

Effet synergique pharmacocinétique =

AD (Seth et al. 1992) dans le cadre d’un traitement initial et non élargit le spectre d’action de
(Carpenter et al. 2002) Accélére la réponse au traitement d’une TRD I’antidépresseur
(Licht and Qvitzau 2002)
Améliorations a I’initiation du Possible interaction entre les traitements
traitement maintenues
Rechute rapide apres administration [V
Eﬁl licr)(r)na Eteilélz %10?3) Action antidépresseur rapide Changements transitoires dans les mesures
Kétamine urroug : . R . . hémodynamiques chez 30% des patients Antagoniste non compétitif a haute
(Zarate et al. 2006) Traitement slr et bien toléré o, .
(Murrough et al. 2013) affinité du récepteur NMDA
urroug ) .. Lo . Effets indésirables : somnolence, vertiges,
(aan het Rot et al. 2010) Administration intranasale possible . .S
vision floue, troubles de la coordination,
sentiment d’irréel
Régime strict pauvre en tyramine
Traitement plus efficace que les Contre-indiqués avec les médicaments
IMAO (Thase et al. 1995) panteient P 1Y omrerineid Hibi | e oxvd
(Adli et al. 2008) tricycliques chez les patients avec des | sérotoninergiques Inhibiteurs de la monoamine oxydase
) symptomes atypiques
Posologie doit étre augmentée
progressivement
Traitement le plus efficace contre la
ECT TRD Rechute rapide apres arrét du traitement Stimulation électrique cérébrale
(Kellner et al. 2012) Augmentation du BDNF
Risques et effets indésirables Troubles cognitifs transitoires aprés ECT Augmentation dopamine et sérotonine
moindres
. ider a dimi les effet o . . S . 5
. Bodkin et al. 1997 Peut aldfer & diminuer les effets Effets indésirables gastro-intestinaux Antagoniste indirect des récepteurs a la
Augmentation secondaires sexuels des & &

avec Bupropion

(DeBattista et al. 2003)
(Lam et al. 2004)
(Trivedi et al. 2006)

antidépresseurs

Pas d’addiction

A utiliser avec précaution sur les patients
épileptiques

noradrénaline
Bloque Ilégérement la recapture de
dopamine
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Augmentation
avec stimulants
et/ou modafinil

(DeBattista et al. 2003)
(Fava et al. 2005)
(Menza et al. 2000)
(Gwirtsman et al. 1994)
(Lavretsky et al. 2003)

Améliore la vigilance
Améliore la fatigue
Améliore la libido et ’humeur

Effets indésirables nombreux : anxiété,
insomnie, hypertension, exacerbation des
manies ou des symptomes psychotiques

Potentiels abus d’utilisation

Augmentation de la  libération
présynaptique de dopamine et d’autres
monoamines

Augmentation
avec pindolol

(Perry et al. 2004)

(Martinez et al. 2000)
(Ballesteros and Callado 2004
(Berman et al. 1997)

(Moreno et al. 1997)

(Perez et al. 2001)

Relativement bien toléré

Améliore la réponse aux ISRS

Effets indésirables : vertiges, hypotension,
fatigue

Etudes d’efficacité contradictoires

3-Bloquants

Antagoniste présynaptique 5-HT et
des récepteurs B-adrénergiques =
favorise la libération de sérotonine

(Aronson et al. 1996)

Accélére la réponse a I’antidépresseur

Arythmies cardiaques (tachycardie)
Agitation, nervosité, insomnie
Déminéralisation osseuse

Interagiraient directement avec Ia

Supplen3ents (losifescu et al. 2005) Plus siir et mieux toléré que le lithium | Manque d’études randomisées en double | noradrénaline via 1’axe hypophyse-
thyro'l'dlens (Abraham et al. 2006) . .
. aveugle thyroide en augmentant la fonction du
(Kelly and Lieberman 2009) . . .
Augmente par 2 les chances de récepteur B-adrénergique central.
(Joffe et al. 20006) . .
réponse Surtout efficace chez les non-répondeurs
au TCA
Ralentissement cognitif chez les personnes
agées
Améliore I’adhésion au traitement AD
Sédation passagére
Benzodiazépines (Fava et al. 2006) Contréle rapidement le niveau de base

(Nolen et al. 1993)
(Smith et al. 2002)

d'anxiété

Amélioration du sommeil

Symptomes de manque si arrét brusque
Possibles de dégradation de ’humeur

Efficace chez les patients
dépression atypique

avec une

Fixation sur les récepteurs GABA o

Tableau 4 : Différentes stratégies pour traiter la dépression résistante
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La psychothérapie

La psychothérapie est la stratégie non-pharmacologique la plus communément employée, en
complément de la pharmacothérapie. Son objectif est d’augmenter 1’efficacité du traitement,
d’améliorer le fonctionnement social et la qualité de vie du patient et de prévenir le risque de
récurrence.

Deux grands types de thérapie sont actuellement utilisés : les thérapies psychodynamiques et
les thérapies cognitives et comportementales. Il existe un grand débat dans le monde de la
psychanalyse pour savoir laquelle de ces thérapies est la plus efficace. Dans une revue sur les
traitements de la TRD, Carvalho et al (Carvalho et al. 2014) a montré que les thérapies
cognitives semblaient étre un traitement efficace en complément d’une pharmacothérapie. En
effet, une psychothérapie combinée avec I’administration d’un antidépresseur est associée
avec une réponse plus élevée qu’une pharmacothérapie seule. De plus, le risque d’abandonner
le traitement est réduit lors de la combinaison pharmacothérapie et traitement psychologique

(Pampallona et al. 2004).

1.2.2 La TRD en préclinique

La recherche préclinique est fondamentale pour une meilleure compréhension des
mécanismes biologiques qui sous-tendent la dépression chez I’Homme. Willner entre autres, a
propos¢ certains criteres a [’établissement d’un bon modele animal d’une pathologie
neuropsychiatrique (Willner 1984) : les modé¢les doivent répondre a une validité créative (les
symptomes observés chez ’Homme doivent étre comparable chez I’animal), une validité de
construction (homologie et similitude dans les mécanismes neurobiologiques) et une validité

prédictive (les traitements efficaces chez ’Homme doivent I’étre dans le mode¢le).

L’objectif d’un modéle de TRD n’est pas d’étudier les mécanismes biologiques qui sous-
tendent la dépression mais ceux qui sous-tendent la réponse au traitement antidépresseur. Par
ailleurs, ces modé¢les doivent étre de bons outils pour le screening de nouvelles molécules
efficaces pour traiter la résistance aux antidépresseurs, ce que ne sont pas les modéles de
dépression.

La dépression résistante au traitement étant une pathologie trés hétérogéne, il est impossible
pour un seul modele animal de parvenir a répliquer I’ensemble du phénotype complexe de la

maladie humaine. Chaque mode¢le animal reflete donc seulement une catégorie de patients
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résistants. De la méme fagon que des critéres sont définis pour valider un modele de
dépression, des critéres pour valider un modele de TRD ont été proposés (Willner and
Belzung 2015) : 1) une vulnérabilité accrue au stress, 2) présenter une diminution de la
réponse aux traitements antidépresseurs conventionnels et 3) répondre aux nouvelles
thérapeutiques efficaces chez les patients souffrant de TRD. (Kétamine, lithium etc.).

La proposition d’inclure la vulnérabilité accrue au stress dans les critéres de validation d’un
modele de TRD découle de l’observation suivante: les antidépresseurs conventionnels
agissent principalement en corrigeant les effets induits par un stress chronique et sont donc
moins efficaces chez les patients présentant des prédispositions a la dépression, car chez ces
patients 1’intensité du stress nécessaire pour déclencher la maladie est diminu¢ (Willner and
Belzung 2015). Ces prédispositions peuvent correspondre a des facteurs de risque génétiques
ou environnementaux (dépression récurrente, exposition a un stress pendant I’enfance...). La
résistance serait ainsi associée a I’incapacité des antidépresseurs conventionnels de remédier
aux composantes de la dépression liés a ces prédispositions. Les modeles animaux ayant une
bonne validité en tant que modele de dépression peuvent partiellement satisfaire ce criteére de

vulnérabilité au stress (Willner and Belzung 2015).

L’absence de réponse aux antidépresseurs est bien entendu un critére essentiel pour la
validation du mod¢le. Il est important de souligner que la résistance doit étre établie dans le
cadre d’une administration chronique du traitement, et que les antidépresseurs choisis
doivent étre des antidépresseurs dits « conventionnels » et ne pas appartenir a la catégorie des
nouveaux antidépresseurs utilisés dans le cadre de stratégies d’augmentation (par exemple le
lithium ou les antipsychotiques). L’utilisation d’un vaste panel d’antidépresseurs est

¢galement recommandée pour consolider la validité du mode¢le.

Enfin le dernier critére pour valider le modele de TRD est une réponse positive aux nouvelles
stratégies thérapeutiques efficaces en clinique pour surmonter une résistance au traitement.
Dans la majorité des cas, on retrouve cette efficacité¢ dans les modeles précliniques de TRD.
Par exemple, le role des antipsychotiques en tant que stratégie d’augmentation a été confirmé
dans une étude montrant une amélioration de la réponse chez des rats résistants a la
fluoxétine, lorsque la quétiapine était associée au traitement antidépresseur (Wang et al.
2013). De la méme fagon, une amélioration de la réponse a été observée en présence de
lithium (Kitamura et al. 2002) ou avec des traitements non-pharmacologiques tels que les

ECTs (Li et al. 2006).
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La majorité des études précliniques mentionnées dans les sections suivantes utilisent de fagon
probablement « abusive » le terme de résistance aux antidépresseurs tel qu’il est utilisé en
clinique. Toutes les études présentées ont associ¢ 1’absence de réponse a un traitement
antidépresseur a une résistance pharmacologique, et aucune étude n’a testé différentes
stratégies pharmacologiques chez le méme animal, n’ayant pas répondu a un premier
traitement antidépresseur. Pour la facilit¢ de lecture du document, nous avons cependant

conservé ce terme de résistance aux antidépresseurs chez les rongeurs méme s’il ne

correspond pas a la définition clinique.

Il existe 3 approches différentes actuellement pour modéliser la non-réponse et/ou la

résistance chez I’animal.
1.2.2.1 Approches pour modéliser la non-réponse/résistance chez les animaux

Séparer les animaux en 2 groupes : répondeurs et non-répondeurs

Cette méthode consiste a induire un phénotype anxio-dépressif chez des animaux, grace a des
modeles validés, tels que le stress modéré chronique imprédictible (UCMS) (Jayatissa et al.
2006 , Christensen et al. 2011), le modéle de défaite sociale chronique (chronic social defeat)
(Der-Avakian et al. 2014), le modele de résignation acquise (learned helplessness) (Sartorius
et al. 2007), ou enfin un traitement chronique a la corticostérone (Samuels et al. 2011). Un
traitement antidépresseur est ensuite administré aux animaux ayant développé un phénotype
anxio-dépressif et apres des tests comportementaux pour évaluer la réponse antidépressive, les
animaux sont séparés en 2 groupes : les animaux qui ont répondu au traitement, et les

animaux non-répondeurs/résistants.

Traitement rendant les animaux résistants

Modéele ACTH

Cette approche se base sur le fait qu’une hyperactivité de 1’axe HPA est observée chez
certains patients souffrant de MDD, associ¢e a une augmentation importante de la libération
d’ACTH (Holsboer 2000). Cette hyperactivité de 1’axe HPA est la plupart du temps
normalisée apreés administration d’un traitement antidépresseur. Quelques études ont suggéré
que l’incapacité du traitement a normaliser 1’axe HPA pourrait étre un prédicteur de la

résistance au traitement (Ising et al. 2007).
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Ces observations ont amené a proposer une administration exogéne d’ACTH aux animaux,
entrainant ainsi une augmentation de ’ACTH circulante, et ainsi une dérégulation de ’axe
HPA qui pourrait modéliser la résistance aux antidépresseurs (Kitamura et al. 2002).

Une étude a montré qu’une administration chronique d’ACTH chez le Rat bloque 1’effet
antidépresseur de 1’imipramine et de la désipramine dans le FST (Walker et al. 2013) et a
ainsi conclu qu’une administration chronique d’ACTH induisait une « résistance » au
traitement. Néanmoins, ces études réalisées concernent surtout la classe des antidépresseurs
tricycliques. Par conséquent, nous pouvons considérer le modéle ACTH comme un modele de
résistance aux antidépresseurs tricycliques (Kitamura et al. 2002 , Iwai et al. 2013 , Walker et

al. 2013).

Induction d’une inflammation

Certaines études cliniques suggérent que la TRD serait liée a une sur activation du systéme
inflammatoire. Des taux ¢élevés de cytokines pro-inflammatoires telles qu’IL-1 et IL-6 ont été
mesurées dans le plasma de patients dépressifs résistants aux antidépresseurs (O'Brien et al.
2007, Carvalho et al. 2013 ). Ces observations cliniques ont pu étre confirmées en préclinique.
Le lipopolysaccharide (LPS) est une molécule qui produit une neuro-inflammation et la
libération des cytokines pro-inflammatoires, notamment IL-1 et IL-6 (Dantzer 2009). Des rats
ayant recu du LPS chroniquement tous les jours avant un UCMS ont présenté une réponse
atténuée a la fluoxétine dans le test de la nage forcée et le test d’hyponéophagie induite par la

nouveauté (Wang et al. 2011).

Les modeles génétiques

Différences entre souches d’animaux

Certaines souches d’animaux présentent naturellement une sensibilité aux antidépresseurs dits
conventionnels diminuée. Elles peuvent donc étre utilisées en tant qu’outil pour étudier la
résistance aux antidépresseurs et I’indentification de nouveaux traitements efficaces pour
traiter la TRD (pour revue, (Jacobson and Cryan 2007). Les souches utilisées peuvent étre
congéniques, non-congéniques, ou bien sélectivement croisées pour présenter une anxiété
¢levée (souche de souris HAB) (Sartori et al. 2011, Schmuckermair et al. 2013 ), ou un

syndrome de désespoir acquis (El Yacoubi et al. 2003).
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Effet d’un seul géne

D’autres modeles de résistance proposés sont des animaux transgéniques impliquant la
modification d’un unique géne qui entraine une résistance au traitement. Il existe plusieurs
geénes dont la mutation est susceptible d’entrainer une réponse amoindrie. Les antidépresseurs
sérotoninergiques étant les plus prescrits, la contribution du systéme monoaminergique dans
la réponse au traitement a ¢été abondamment étudiée. Ainsi de nombreux modeles

transgéniques de résistance concernent des geénes du systéme sérotoninergique (Tableau 5).

Le Tableau 5 suivant présente I’ensemble des modeles animaux répertoriés dans la littérature
comme modeles animaux de résistance aux antidépresseurs par leurs auteurs. Dans ces
modeles, une réponse amoindrie ou totale des effets des antidépresseurs a été reportée, avec
les différents critéres de validation du mode¢le, ainsi que les tests utilisés pour évaluer la
réponse au traitement.

Il est cependant important de noter que bien que ces modeles aient été qualifiés dans la
littérature de « modeles de résistance aux antidépresseurs », la plupart ne présentent une
résistance qu’a quelques traitements, et la réponse n’a été évaluée que dans un seul test

comportemental.
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. Résistance aux
Présente un

Réponse aux

Modéle Mécanisme phénotype tl:al,t ements nouvelles Articles
e . antidépresseurs .
anxio-dépressif . stratégies
conventionnels
Modéles génétiques : mutation d’un seul géne du systéme monoaminergique
\ Fluoxétine Sucrose Preference Test
TPH2 (-/-) B1003§es 21:012 Ifi};lnethese Non Paroxétine TST (zzg?ffa-Perez et al.
Citalopram FST
Desipramine, reboxetine,
DBH KO Blocage du géne codant Non Paryg1}1pe, Buproplon FST (Cryan et al. 2001)
pour B-hydroxylase Fluoxétine, sertraline,
paroxétine (aigu)
(Holmes et al. 2002)
5-HTTLPR Blocage (,ju tran_sport de Oui Fluox.etlne (algu) TST (Hariri and Holmes
la sérotonine Imipramine FST 2006)
(Muller et al. 2011)
(Holick et al. 2008)
Ablation du récepteur . ” (Santarelli et al. 2003)
5-HT:, KO 1A de la sérotonine Oui Fluoxétine NSF (Ramboz et al. 1998)
(Heisler et al. 1998)
Ablation du récepteur ISRS (alg}l ) O (Mayorga et al. 2001)
5-Hrs KO de la sérotonine Fluvoxamine e :
e ¢ Anhédonie induite par le (Oh et al. 2013)
Oui Escitalopram stress (Svenningsson et al.
p11 KO et Ablation de la protéine 2006)
SMARCA3 KO pll et de sa cible . (Trillat et al. 1998)
SMARCA3 F!uoxetme NSF et TST (Vinkers et al. 2011)
Citalopram Sucrose preference test
5-HT,5 KO Ablation du récepteur Non Fluoxétine NSF (Diaz et al. 2012)
de la sérotonine Paroxétine
Suppression de la
OCT2 KO clzynrancg de la Oui Venlafaxine ST (Bacq et al. 2012)
serotonine et (Courousse et al. 2015)
noradrénaline
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Ablation du récepteur

ays KO , . Oui Imipramine FST %] (Schramm et al. 2001)
noradrénergique opa
Modéles se basant sur altération de I’axe HPA
Ablation de FK506 Paroxétine (aign)
FKBPS51 KO binding protein Non Ami t(r)ixet lifle ( a%uu) FST %] (Gassen et al. 2014)
(régulation du GR) Pty g
Administration
N chronique d’ACTH Imipramine I (Walker et al. 2013)
LGS AT exogene, altération de Non Désipramine FST Lithium (Kitamura et al. 2002)
I’axe HPA
Modéles se basant sur une altération de I’expression de BDNF
i . TST (Ibarguen-Vargas et al.
BDNF +/- Ablation du gene Non Imipramine NSF Kétamine 2009) .
BDNF Resident/i d (Saarelainen et al. 2003)
esident/intruder test (Lindholm et al. 2012)
BDNF KO dans . "
hippocampe et Ablation conditionnelle %) Désipramine FST %} (Monteggia et al. 2007)
du BDNF
cortex
BDNF KO dans Ablation partielle du Desipramine .
gyrus denté BDNF Z Citalopram FST Z (Adachi et al. 2008)
EPM
OF
BDNF Met/Met Polymorphisme du Oui Fluoxétine Hypophagie induite par la %) (Chen et al. 2006)
BDNF nouveauté
Resident/intruder test
TrkB KO Ablation du récepteur %) Imlpra}‘n.lne FST (%) (Saarelainen et al. 2003)
TrkB Fluoxétine

Modeéles se basant sur des mécanismes neuro-inflammatoires
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Administration de LPS

Modéle LPS avant un CMS %) Fluoxetine FST et NSF %) (Wang et al. 2011)
Surexpression
Modé¢le LPR endogene d’IL6 dans le Oui Fluoxétine (aigu) TST et FST Lithium (Sukoff Rizzo et al.
cerveau 2012)
Modéles se basant sur un effet de souches
Souris élevées
Souche HAB spécifiquement pour Oui ISBS (ﬂuqxetme, FST SCP (Schmuckermair et al.
comportement trés paroxétine, citalopram) 2013)
anxieux
(Belujon and Grace
2014)
Wistar Kyoto Souche non congénique Oui ISRS et ISRN FST Kétamine (Ivarsson et al. 2005)
(Lopez-Rubalcava and
Lucki 2000)
Fluoxétine
Fluvoxamine (aigu) E]s) ule}watet atl. 12020(;‘(38)
. f . ugimoto et al.
CS57BL6J Souche congénique Non 'Parox.etlne_ (a}lgu) ' FST %} (Sugimoto et al. 2011)
Desipramine, imipramine (David et al. 2003)
(aigue)
Balb/c Souche congénique Desipramine Hypophagie 1ndu}te par la Lithium (O'Leary and Cryan
nouveaute 2013)
DBA/2 Souche congénique Citalopram ST %] (Cervo et al. 2005)
u gemqu P FST (David et al. 2003)
CD-1 Souch’e non- Fluoxenpe, fluvoxamine, FST o (Kobayashl et al. 2008)
congénique citalopram (Lucki 2001)
Séparation en répondeurs et non répondeurs
Stress chronique Exposition de rats Escitalopram (Jayatissa et al. 2006)
imprédictible Wistar a différents Oui Sert lp Test de préférence au sucrose SCP (Christensen et al. 2011)
(UCMS) stress ertraline (Dournes et al. 2013)
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Défaite sociale Exposition de rats avec . Fluoxétine (Der-Avakian et al.
. . Oui . . FST
chronique un animal agresseur Désipramine 2014)
Administration chﬁ)i?lilnels(;:;ag(())nRT
chronique de d . Oui Fluoxétine NSF (Samuels et al. 2011)
corticostérone chez des souris
CS7BL/6]
Autres modéles
t hroni -
S T e85 CATORIQUE UCMS combiné avec
imprédictible un régime riche en Oui Fluoxétine Splash test (Isingrini et al. 2010)
(UCMS) + Stress &l Reward Maze test & ’
- . acide gras
métabolique
Exposition & un Test de préférence a la
Environnement environnement Oui Fluoxétine P . (Branchi et al. 2013)
stressant saccharine

Tableau 5 : Modéles animaux de non-réponse aux antidépresseurs
Les traitements antidépresseurs sont administrés de maniére chronique, sauf lorsque la mention « aigu » est précisée.
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1.3 Les biomarqueurs dans la dépression et la réponse antidépressive

Un biomarqueur peut étre défini comme un paramétre mesuré de manicre objective et évalué
comme un indicateur d’un processus biologique normal, d’un processus de pathogénése ou
d’une réponse pharmacologique a une intervention thérapeutique (Biomarkers Definitions
Working 2001). Entre 2003 et 2008, I’investissement dans la recherche de biomarqueurs est
pass¢ de 100 millions a 2 Milliards d’US$ (Baker 2005). Malgré cet investissement
considérable, la perspective d’obtenir des biomarqueurs de la pathologie dépressive utilisables

en clinique est encore lointaine.

Les épisodes dépressifs ne sont diagnostiqués aujourd’hui qu’au moyen d’une évaluation
clinique. Par conséquent, rendre le diagnostic plus objectif avec des biomarqueurs pertinents
est une préoccupation majeure et un des objectifs du plan stratégique du National Institute for
Mental Health. Les bénéfices de tels biomarqueurs seraient considérables. D’une part, ils
pourraient étre utilisés pour prédire le risque de déclencher la maladie, et d’autre part ils
permettraient d’évaluer la sévérité, d’établir un pronostic de la maladie et enfin de
prédire la réponse au traitement (Biomarkers Definitions Working 2001).

On peut placer les biomarqueurs dans 3 grandes catégories: les biomarqueurs
caractéristiques, les biomarqueurs d’état ct les biomarqueurs d’endophénotype. Les
biomarqueurs caractéristiques sont permanents et indiquent I’existence de la pathologie
avant méme qu’elle ne se déclare, pendant et apres la rémission. Ils sont donc utiles pour
prédire si un individu est susceptible de développer la maladie. Les biomarqueurs d’état
sont temporaires, et ils reflétent 1’état clinique du patient a un instant donné. Ils sont présents
avant et durant la maladie mais se normalisent aprés la rémission. Enfin, les biomarqueurs
d’endophénotype sont permanents, et se basent sur I’association entre les geénes et les
phénotypes spécifiques a la dépression.

Une grande diversité de molécules peut étre utilisée en tant que biomarqueur : des hormones,
des protéines, des marqueurs génétiques sur ’ADN et de I’ARN, mais également des
altérations structurelles et fonctionnelles visualisables par des techniques d’imagerie

cérébrale.
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Atrophie

Neuro-inflammation Neurogénése .
Neuroplasticité

-

Facteurs de Neuro-
croissance < transmetteurs Axe HPA

Autres «— Inflammation e

Figure 7 : Schéma reliant les manifestations cliniques aux mécanismes biologiques sous-tendant la dépression
majeure.

11 illustre la complexité de la pathologie et des différentes interactions entre les facteurs impliqués dans le processus de la
dépression. L étude de ces interactions permet de mieux comprendre les mécanismes sous-tendant la pathologie et la réponse
au traitement, et ainsi d’identifier des biomarqueurs de la dépression. La premiére approche consiste a étudier les
polymorphismes génétiques afin d’identifier les génes impliqués dans la pathogénése. La deuxieme approche est 1’étude des
mécanismes épigénétiques qui permet d’analyser les interactions génes x environnement. Enfin, la derniére approche, la plus
courante, est orientée par les 4 théories de la dépression et elle consiste a quantifier les protéines appartenant a ces voies chez
les patients, puis a établir d’éventuels liens entre les variations de ces protéines et la pathologie clinique. Parallélement, des
approches non-orientées par les théories de la dépression, via des études protéomiques dans les fluides humains ou les
modeles animaux, sont de bons moyens pour identifier de nouveaux biomarqueurs et découvrir de nouvelles voies
physiopathologiques de la maladie. Le lien entre les variations d’expression observées et les manifestations cliniques n’est
pas encore totalement élucidé. Les facteurs qui varient de patient a patient, pourraient expliquer la différence dans la
symptomatologie de la maladie et refléter les différents sous-groupes. (D’aprés (Jentsch et al. 2015)

La premicre approche pour I’identification de biomarqueurs est une meilleure compréhension
des mécanismes sous-jacents de la pathologie afin d’en identifier tous les acteurs qui

pourraient potentiellement se révéler étre des biomarqueurs de la maladie et de la réponse au

50



Introduction

traitement (Figure 7). L’étude de ces mécanismes peut se faire a plusieurs niveaux. Le
premier est le niveau génétique, avec les études de polymorphisme de genes, d’expression de
génes ou bien I’étude des mécanismes ¢épigénétiques, qui permettent de prendre en
considération le role de I’environnement sur les pathologies. Cependant, d’une part ces
approches sont peu sélectives puisque certaines mutations génétiques peuvent étre impliquées
dans d’autres processus pathologiques (Cattaneo et al. 2013) et d’autre part, les effets de
I’environnement sur I’expression des génes est trés important dans les MDD, entrainant une
variabilité compliquée a évaluer entre les individus.

Ces derniéres années, plusieurs biomarqueurs ont été proposés (Thase 2014). Néanmoins,
trouver des biomarqueurs de dépression pertinents est compliqué a cause de certaines limites
et contraintes spécifiques a ce type d’études.

Comme mentionné précédemment, les épisodes dépressifs présentent des symptdmes tres
hétérogenes. Autrement dit, 2 patients considérés dépressifs avec la méme sévérité peuvent
présenter des symptomes tres différents, et la source biologique peut également différer. De
ce fait, la sensibilité d’un biomarqueur pourrait étre diminuée et différente d’un patient a un
autre (pour revue (Jentsch et al. 2015)).

D’autre part, aucun des processus biologiques impliqués dans la dépression n’est exclusif a
cette pathologie, ce qui pose un probléme de spécificité du biomarqueur. La spécificité et la
sensibilité se réferent toutes deux a la probabilité qu’un patient souffrant de dépression
présente un biomarqueur altéré. Ainsi le biomarqueur « idéal » est sensible et spécifique, afin
de permettre d’évaluer 1’état pathologique du patient et de quantifier la réponse au traitement
de maniere la plus fiable possible (Jentsch et al. 2015, Gururajan et al. 2016). De plus, son
prélevement doit étre facile et peu onéreux. En effet, il ne faut pas perdre de vue les
considérations pratiques de I’utilisation d’un biomarqueur : le cott, le caractére invasif de la
méthode de prélevement, et la disponibilité du matériel nécessaire. Un biomarqueur peut étre
trés sensible et spécifique, mais si son prélévement colte trés cher ou que le matériel est
difficile a se procurer, il ne sera pas privilégié. De la méme fagon, si le prélévement est tres
invasif, par exemple dans le liquide céphalo-rachidien, il ne sera pas préférable de choisir ce

biomarqueur.

1.3.1 Sources de prélévements d’échantillons pour 'analyse de biomarqueurs

Le sang et I'urine restent les sources de collection a privilégier. Etant donné que le sang

périphérique contient un grand nombre de cellules différentes, le prélevement des cellules
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mononuclées du sang périphérique (PBMCs), contenant monocytes et lymphocytes, est
souvent privilégié et préférable car plusieurs données montrent que ces cellules répondent au
stimuli internes et externes de manicres similaire aux neurones en termes de profil
d’expression de genes (Liew et al. 2006, Sullivan et al. 2006) et de modifications
épigénétiques (Pour revue, (Rao et al. 2013). Le sérum et le plasma sont également des
sources utilisées pour la détection de biomarqueurs. La reproductibilité des mesures est
meilleure dans le plasma mais la sensibilité pour la détection de biomarqueurs est supérieure
dans le sérum. De plus, le sérum a permis de révéler davantage de potentiels biomarqueurs
que dans le plasma. Néanmoins, les taux de métabolites dans le plasma et dans le sérum sont

fortement corrélés, ces 2 sources présentent donc un intérét (Oresic et al. 2011).

Avantages Inconvénients

Présente des risques

Biopsie cérébrale Moyen de mesure direct
Difficulté de choisir la région a prélever

Liquide céphalo- . ., . .

1 q p Directement relié au cerveau Peu d’études de biomarqueurs robustes
rachidien
Corrélation faible entre le cerveau et le sang
Composition hétérogéne du sang périphérique :
Sang Prélévement rapide et facile sérum et cellules (leucocytes, lymphocytes et

plaquettes)

Techniques de purification cellulaire peuvent
affecter la stabilité et I’intégrité de I’échantillon

Prélévement rapide, facile, non invasif
Un prélévement unique est peu fiable a cause des

Salive . . , o L T
Pas de personnel médical expérimenté | variations circadiennes de ’activité de I’axe HPA
requis
Prélévement rapide, facile, non invasif | Evaluation de I’activité rénale nécessaire
Urine

Pas de personnel médical expérimenté | Le régime et la médication du patient doit étre prise
requis en compte

Tableau 6 : Avantages et inconvénients des principales sources de prélévement

1.3.2 Stratégies de découverte de nouveaux biomarqueurs de dépression

Afin de découvrir de nouveaux biomarqueurs dans le domaine de la dépression, plusieurs
stratégies sont disponibles. La méthode la plus directe est I’évaluation dans des échantillons
cérébraux. Malheureusement, cette stratégie s’avere limitée puisque lorsqu’on utilise des
cerveaux post-mortem, nous avons des échantillons de patients traités tout au long de leur vie

par de nombreux traitements successifs et la problématique de la conservation et de la qualité
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des échantillons se pose. L’alternative des biopsies cérébrales est intéressante, mais en plus de
présenter des risques non négligeables pour le patient, il est compliqué de sélectionner une
région cérébrale en particulier pour 1’étude, la pathologie impliquant un vaste réseau cérébral.
Les techniques de neuro-imagerie semblent par conséquent représenter la méthode directe la
plus intéressante, mais le caractére onéreux en empéche l’utilisation a grande échelle. Les
stratégies pour identifier des nouveaux biomarqueurs les plus répandues impliquent ainsi les
dosages dans des échantillons biologiques ou des méthodes génomiques. Ces méthodes sont
faciles, rapides et peu onéreuses mais présentent I’inconvénient majeur d’étre des méthodes

indirectes d’évaluation de I’état pathologique du cerveau.

L’utilisation d’un mod¢le animal est donc le meilleur compromis, puisque c’est une méthode

directe qui permet de réaliser 1’étude dans des conditions controlées.
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Avantages Inconvénients

Etudes cerveau post-
mortem

Evaluation directe de I’état

pathologique du cerveau

Patients traités par de nombreux

traitements successifs

Qualité variable des cohortes (long délai
post-mortem, conservation des
échantillons...)

Biopsie cérébrale

Evaluation directe et patient vivant

Présente des risques

Difficulté de choisir la région a prélever a
cause du vaste réseau qui connecte les
différentes régions impliquées

Dosage de substances
dans des échantillons
biologiques (hormones,
protéines,
neurotransmetteurs...)

Facilit¢ de prélévement et de dosage
(dans le sang ou I’urine)

Evaluation indirecte de ’état
pathologique du cerveau (aprés passage
par la barriére hémato-encéphalique)

Génomique (qPCR,
NGS, GWAS..))

Méthode rapide et peu onéreuse

Plusieurs polymorphismes de genes
soupgonnés d’étre associés a la
dépression

Difficulté de corréler le polymorphisme et
les symptomes cliniques a cause de la
nature multifactorielle de la maladie

Manque de spécificité des
polymorphismes (Tammiste et al. 2013)

Forte  influence des  mécanismes
épigénétiques sur I’expression des génes
(Holden 2009)

Evaluation indirecte par le biais
d’échantillons sanguins, difficulté
d’analyser des échantillons cérébraux

Neuro-imagerie (IRM,
PET scan...)

Evaluation directe et rapide

Peut permettre d’identifier le sous-type
de dépression (Almeida et al. 2009)

Méthode onéreuse

Modéles animaux

Permettent a 1’expérience d’étre dans
des conditions plus controlées

Evaluation directe des tissus cérébraux

Limites de la translation des données
animales a la clinique

Tableau 7 : Différentes stratégies pour identifier des nouveaux biomarqueurs de la dépression

(D’aprés (Jentsch et al. 2015)

1.3.3 Biomarqueurs de la dépression et de la réponse au traitement

A ce jour, plusieurs potentiels biomarqueurs ont été évalués et leur nombre ne cesse de croitre

(Jentsch et al. 2015). Dans cette partie, nous ne présenterons que bri¢vement ceux pour

lesquels les résultats semblent les plus prometteurs.
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1.3.3.1 L’axe HPA

De nombreuses études menés sur 1’axe HPA ont montré une altération des concentrations
basales de CRH, d’ACTH et du cortisol dans le sang, I’urine et la salive (Chrousos and Gold
1992 , Ehlert et al. 2001 , Merali et al. 2004 , Stetler and Miller 2011) des patients dépressifs
par rapport a des patients contrdles. Une augmentation d’ARNm de CRF a également été
observée dans I’hypothalamus post-mortem de patients déprimés (Austin et al. 2003)
Quelques études ont analysé 1’utilité de la mesure du taux de cortisol pour le diagnostic des
épisodes dépressifs et la prédiction de la réponse au traitement (Ising et al. 2007 , Juruena et
al. 2013 , Owens et al. 2014). Plusieurs d’entre elles se sont focalisées sur la dérégulation de
I’expression des récepteurs au cortisol, les récepteurs minéralocorticoides (MR) et
glucocorticoides (GR), dans les épisodes dépressifs. Si aucune donnée consistante n’a été
obtenue pour les GR, des études post-mortem ont montré une diminution de I’expression de
I’ARNm codant pour les MR dans I’hippocampe de patients dépressifs. (Lopez et al. 1998,
Klok et al. 2011 ).

L’inconvénient de ces biomarqueurs repose sur le fait que les anomalies de I’axe HPA ne
touchent qu’une catégorie de patients (Stetler and Miller 2011), et que ces anomalies sont
aussi impliquées dans d’autres pathologies telles que la schizophrénie (Steen et al. 2014).
Cependant, une méta-analyse a montré que ces dérégulations de 1’axe HPA étaient le plus
souvent observées chez les patients atteints de dépression de type mélancolique ou
psychotique (Stetler and Miller 2011). Ces biomarqueurs seraient donc plus intéressants pour

caractériser le sous-type de dépression.

1.3.3.2 Les marqueurs de l'inflammation

Les marqueurs de I’inflammation présentent également un fort intérét, puisque plusieurs
¢tudes ont montré que des épisodes dépressifs majeurs entrainent une augmentation dans les
PBMCs de I’expression de I’ARNm codant pour plusieurs cytokines inflammatoires telles
qu’IL-1A, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IFN, MIF et TNF (Belzeaux et al. 2010 , Cattaneo et al.
2013). Pour IFN et IL-10, le taux est normalis¢ dans les PBMCs aprés 3 mois de traitement
avec de la fluoxétine combinée a I’ECT (Iacob et al. 2013, lacob et al. 2014).

Par ailleurs, une augmentation des concentrations plasmatiques des cytokines IL-1 et IL-6 a
¢été observée chez les patients dépressifs, et ce de maniére corrélée avec le degré de gravité de

la pathologie et I’hyperactivité de I’axe HPA (Maes 1995 , Maes et al. 1995).
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L’augmentation des concentrations de CRP, IL-6 et TNF-a a ¢été associée avec le
développement de symptomes maniaques chez ’Homme (Becking et al. 2013), ce qui en fait

¢galement des marqueurs intéressants pour caractériser ce sous-type de dépression.

1.3.3.3 La neurogenese

Un grand nombre d’étude s’est focalisé sur les facteurs neurotrophiques et les facteurs de
croissance, tels que le BDNF, VEGF, FGF ou VGF. Ces molécules sont des protéines
homodimériques qui interagissent avec la famille de récepteurs tropomyosine kinase (Trk)
modulant ainsi le processus de neurogen¢se et la plasticité neuronale dans le systéme nerveux
central et périphérique. Tous ces facteurs seraient impliqués dans la dépression et sont
affectés par un traitement antidépresseur et exprimés aussi bien dans le cerveau que dans la
circulation périphérique, ce qui fait d’eux de bons candidats en tant que biomarqueur (pour
revue (Gururajan et al. 2016).

Le BDNF joue un rdéle dans le développement et le fonctionnement du systéme nerveux
adulte, et c’est le facteur neurotrophique qui a été le plus étudi¢ (Brunoni et al. 2008 , Sen et
al. 2008). Plusieurs études ont rapporté une augmentation du taux d’ARNm de BDNF chez les
patients dépressifs par rapport a des patients contrdles (Pandey et al. 2010, Cattaneo et al.
2013, D'Addario et al. 2013 ) et une normalisation aprés traitement antidépresseur (Cattaneo
et al. 2013). La majorité des méta-analyses ont montré une normalisation de 1’expression de
BDNF périphérique dans les PBMCs aprés un traitement antidépresseur corrélée a une
amélioration des manifestations cliniques chez le patient (Sen et al. 2008, Molendijk et al.
2014 ). Par ailleurs, une étude récente a montré que le BDNF avait une haute sensibilité et
spécificité en tant que biomarqueur de dépression (respectivement 83,9% et 93%). (Karlovic
et al. 2013). En ce qui concerne les autres facteurs de croissance, une étude a montré que le
facteur neurotrophique VEGF pouvait prédire la réponse au traitement (Minelli et al. 2011,
Halmai et al. 2013 ).

Des études complémentaires sont cependant nécessaires pour réellement prouver 1’utilité de la
quantification de FGF, VGF ou encore VEGF en tant que biomarqueurs.

Tres peu d’études se sont focalisées sur 1’intérét du récepteur du BDNF, TrkB, en tant que
biomarqueur. Une seule étude a reporté une diminution de I’expression de ’ARNm de TrkB

dans le locus coeruleus post-mortem de patients dépressifs (Bernard et al. 2011).

1.3.4 Biomarqueurs de la TRD
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Figure 8 : Nombre de publications annuelles sur les biomarqueurs humains de la MDD (losanges) et sur les
biomarqueurs humains de la TRD (ronds) (Smith 2013)

Comme mentionné précédemment, I’un des problémes majeurs de la dépression est la
difficulté a traiter cette pathologie. Des efforts particuliers ont été fournis afin de découvrir de
nouveaux biomarqueurs permettant de prédire la réponse au traitement, 1’objectif étant de
parvenir a mieux cibler dés la mise en place de la thérapeutique, le traitement idéal pour
chaque patient (Figure 8). Dans ce cas, le biomarqueur se définit comme un facteur qui
indique pour qui et sous quelles conditions le traitement pourrait fonctionner. A ce jour, il
n’existe aucun outil disponible permettant de prédire a priori ou des le début du traitement
avec un haut degré de certitude la réponse du patient. Ainsi, I’identification du traitement le
plus approprié pour le patient se fait au travers des divers essais et des échecs thérapeutiques.

Bien que certaines pistes prometteuses aient été explorées (Guilloux et al., 2015), treés peu de
biomarqueurs ont montré un solide potentiel pour prédire la réponse au traitement, beaucoup
de résultats sont contradictoires, et de manic¢re générale 1’état des investigations est encore a
un stade trés peu avancé. Les études se sont principalement focalisés sur 1’axe HPA, la voie

immuno-inflammatoire et I’imagerie cérébrale.

1.3.4.1 Test a la dexaméthasone

Le test a la dexaméthasone est un test bien connu montrant qu’une injection de
dexaméthasone entraine une diminution du taux de cortisol chez les patients dépressifs
(Heuser et al. 1994). Par ailleurs, I’augmentation de CRH est associée a une augmentation de

symptomes cliniques tels que I’anhédonie, ou la diminution de 1’appétit. Par conséquent, un
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test combinant CRH et dexaméthasone a été imaginé afin d’évaluer I’état du systeme HPA et
d’augmenter le pouvoir diagnostic du test a la dexaméthasone (DST).

Ce test s’est avéré plutdt efficace comme prédicteur de la réponse au traitement puisque les
patients pour qui les altérations de I’axe HPA sont persistantes présentent un risque plus
important de rechute ou de résistance au traitements antidépresseurs (ISRSs, ISRNs, TCA,
mirtazapine, tianeptine) (Ising et al. 2007). Ceci suggere donc que le test CRH/DEX pourrait
potentiellement étre un biomarqueur prédictif de la réponse au traitement dans le cadre du
suivi du patient. Cependant, des résultats CRH/DEX anormaux sont aussi observables dans
d’autres pathologies psychiatriques (épisodes maniaques, schizophrénie (Heuser et al. 1994))
ce qui en réduit sa spécificité.

Par ailleurs, il est possible de réaliser ce test en préclinique, ce qui présente un intérét pour la
découverte de biomarqueurs chez les animaux, et permet de faire un parallele entre les

résultats obtenus en clinique et en préclinique (Ridder et al. 2005 , Kolber et al. 2008).

1.3.4.2 Utilisation de l'imagerie cérébrale

L’imagerie cérébrale est également un moyen qui pourrait permettre de prédire la réponse au
traitement, notamment en estimant le volume des régions cérébrales. Une étude IRM
comparant la différence de la taille des structures cérébrales entre des patients sains, ceux en
rémission, et ceux souffrant de TRD a ainsi montré que ces derniers présentaient un volume
de I’hippocampe antérieur gauche inférieur aux deux autres groupes (Shah et al. 1998). Une
¢tude intéressante donne beaucoup d’espoir quant a I’utilisation de I’'IRM. Elle inclut des
patients diagnostiqués dépressifs majeurs depuis peu, et elle montre une hyperintensité de la
substance blanche dans les régions sous-corticales chez les patients qui s’avéreront étre non-
répondeurs au traitement par la suite (Simpson et al. 1998). Autrement dit, il serait possible
grace a des mesures par IRM de prédire la non-réponse au traitement.

Une autre étude utilisant la technique du PET scan a montré que cette technique était
¢galement réalisable pour prédire la réponse au traitement. Une diminution de la fixation de
mirtazapine radiomarquée ([''C]mirtazapine) dans les régions du cortex cérébral et des
ganglions basaux chez les patients non-répondeurs par rapport aux patients sains, révélant une
altération de sa fixation sur les neuro-récepteurs des non-répondeurs, a ét¢ mesurée (Smith et

al. 2009).

Le Tableau 8 présente 1’ensemble des facteurs explorés pour leur potentielle utilisation en tant

que biomarqueur, ainsi que les limites liées a ces études. Les 2 limites que 1’on retrouve dans
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la majorité des travaux sont soit un nombre de patients peu important, soit des études avec des
analyses post-hoc, ce qui complique [’'utilisation de ces biomarqueurs en tant que

biomarqueurs prédictifs.
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Pistes de biomarqueurs

explorées

Résultats

Limites

Articles

Périphériques

Cytokines et

Action suppressive de la dexaméthasone sur TNF est inférieure chez les patients
TRD par rapport a des patients sains

Etudes post-hoc

(Bauer et al. 2002)

Taux plasmatiques de TNF et IL-6 supérieurs chez les patients TRD aux ISRSs par
rapport aux patients répondeurs

Etude post-hoc

Résultats contradictoires

(O'Brien et al. 2007)
(Raison et al. 2013)

Ratio plasmatique cortisol/DHEA supérieur chez les patients TRD par rapport aux
patients sains

Pas de corrélation entre le
biomarqueur et 1’état clinique

(Markopoulou et al.

5roi ) 2009
stéroides des patients )
Les patients avec un taux de CRP pré-traitement inférieur répondent mieux a . A ard
Pescital tandi S ont un t L tpondent mi 31 Nombre de patients peu élevé,
erstq at olpram andis que ceux qui ont un taux supérieur répondent mieux a la nécessite réplication dans une (Uher et al. 2012)
nortriptyline cohorte plus importante
Taux basal avant traitement d’IL-6 dans le sérum est supérieur chez les répondeurs Etude nécessite d’€tre
par rapport aux non-répondeurs a la kétamine répliquée dans une plus large (Yang et al. 2015)
cohorte
Combinaison d’un polymorphisme génétique de BDNF et 5S-HT1A associé¢ a la TRD | Nombre de patients peu élevé (Anttila et al. 2007)
BDNF Nombre de patients peu élevé

Augmentation du taux plasmatique de BDNF induit par une injection de kétamine
plus élevé chez les répondeurs par rapport aux non répondeurs & la kétamine

Pas de mesure directe du
BDNF au niveau central

(Haile et al. 2014)

Centraux

Meétabolites de
monoamines dans
le LCR

Concentration supérieure d’acide homovanillique dans le LCR de patients TRD

Etude post-hoc

(Aklillu et al. 2009)

Diminution de la concentration de neuropeptide Y dans le LCR des patients TRD

Etude nécessite d’étre
répliquée dans une plus large
cohorte

(Heilig et al. 2004)

IRM structurelle

Diminution de la taille de ’hippocampe antérieur gauche chez les patients TRD par
rapport aux patients sains et en rémission

Etude post-hoc

(Shah et al. 1998)
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Diminution de la substance grise et de la substance blanche dans le cortex et le
cervelet chez les patients TRD

Etude post-hoc

(Liu et al. 2012)

Hyper intensité de la substance blanche dans les régions sous-corticales chez les
patients qui s’avéreront étre résistants au traitement par la suite

Etude post-hoc

(Simpson et al. 1998)

Troubles . e . .
. Vit ’écoulement du LCR inférieure et angiopathies cérébrales plus prononcées .
vasculaires esse d cecoureme duLC erieure et angiopathies ¢ plusp Etude post-hoc (Naish et al. 2006)
s chez les patients TRD
cérébraux
Connectivité fonctionnelle entre les régions cérébrales inférieure chez les patients
3 i ins. Le ré fonctionnel : amygdale gauch .
TRD par rappprt a’(%es patients sains. Le réseau dysfonctionne ygd le gauche, Etude post-hoc (Li et al. 2013)
cortex cingulé antérieur, cortex insulaire droit, et cortex precuneus constituerait un
IRM biomarqueur de la TRD
fonctionnelle ) i ) ) i )
Des données d’IRM fonctionnelle pré-ECT ont montré que les patients répondeurs et . e
) , . - e Données préliminaires (van Waarde et al.
non-répondeurs aux ECT présentent un profil de connectivité neuronale différent, . . ’a ;
. , L 1 . nécessitant d’étre confirmeées 2015)
notamment dans le cortex cingulé, le cortex médian et le cortex orbito-frontal.
iminuti i la mirt: i iomarquée dans les région 1t .
PET scan Diminution de la fixation de la mirtazapine radiomarquée dans les régions du cortex Etude post-hoc (Smith et al. 2009)

cérébral et des ganglions basaux chez les patients TRD par rapport aux patients sains

Tableau 8 : Pistes de biomarqueurs de la TRD ayant fait I’objet d’investigations
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Parmi les différents biomarqueurs de la dépression et de la réponse aux antidépresseurs, nous
nous sommes plus particulierement intéress€ aux [-arrestines, dont une diminution
d’expression a ¢été observée chez les patients dépressifs et corrigée apres traitement
antidépresseur (citalopram 20-40 mg/j ou venlafaxine 150-225 mg/j) (Avissar et al. 2004 ,
Matuzany-Ruban et al. 2005). De plus, il a été observé qu'un traitement chronique avec la
fluoxétine chez des animaux traités par corticostérone provoquait une augmentation de
l'expression de B-arrestine dans 1’hypothalamus et I’hippocampe chez la souris adulte (David
et al. 2009, Mendez-David et al. 2013). Les protéines B-arrestines 1 et 2 pourraient donc
étre des déterminants moléculaires importants impliqués dans la réponse thérapeutique dans le

cadre d’un épisode dépressif caractérisé.

1.4 La protéine B-arrestine 1, un biomarqueur périphérique et central de la
dépression et de la réponse antidépressive ?

1.4.1 Généralités sur les protéines -arrestines

Les arrestines constituent une famille de protéines qui sont capables d’interagir avec les
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) a la suite de leur activation par un agoniste

(DeWire et al. 2007). Quatre membres de la famille des arrestines ont été identifiés :

- Arrestine 1 ou arrestine visuelle codée par le géne SAG
- Arrestine 2 ou B-arrestine 1 codée par le géne ARRBI
- Arrestine 3 ou B-arrestine 2 codée par le gene ARRB2

- Arrestine 4 ou arrestine conale codée par le géne ARR3

Les arrestines 1 et 4 sont exprimées presque exclusivement dans la rétine, ou elles régulent la
fonction de photorécepteurs : la rhodopsine et les opsines colorées (Pfister et al. 1985, Craft et
al. 1994 ). Les protéines B-arrestine 1 et B-arrestine 2 sont des protéines ubiquitaires, c’est-a-
dire qu’elles sont exprimées dans I’ensemble de 1’organisme (Lohse et al. 1990 , Parruti et al.
1993). De manicre intéressante, on les trouve exprimées abondamment dans le cerveau mais
aussi dans les leucocytes du sang périphérique (Parruti et al. 1993), ce qui renforce leur intérét
en tant que biomarqueurs. D’autre part, comme leur nom ’indique, les B-arrestines ont tout
d’abord été identifiées pour leur capacité a «arréter » la signalisation du récepteur B,
adrénergique stimulé par un agoniste. Elles sont donc initialement connues comme des

régulateurs négatifs de la signalisation des RCPG (Lefkowitz and Whalen 2004).

62



Introduction

1.4.2 Reépartition cérébrale de la B-arrestine 1

Bien qu’elle soit présente dans 1’ensemble des cellules de 1’organisme, la B-arrestine 1 est
exprimée en quantités importantes dans certaines régions cérébrales. Des analyses
d’hybridation in situ (Allen Brain Atlas), ont permis de mettre en évidence la présence de la
B-arrestine 1 au niveau des bulbes olfactifs et de I’hippocampe (Figure 9), deux régions
cérébrales capables d’effectuer le processus de neurogenése hippocampique chez le rongeur et

I’Homme adulte.

Figure 9 : Expression de la B-arrestine 1 dans le systéme nerveux central par une technique d'hybridation
in situ (souris)
D’aprés Allen Brain Atlas

1.4.3 Structure et mécanismes d’action de la protéine B-arrestine 1°

La cristallographie a permis de décrire précisément la structure tridimensionnelle de la
protéine P-arrestine 1 ainsi que les changements de conformation observés lors de son
activation. Ainsi, la protéine B-arrestine 1 est une molécule de forme allongée possédant un
noyau polaire central et sept boucles, incluant la « finger loop », la « middle loop » et la
« lariat loop » encadrées de part et d’autre par des domaines N et C-terminaux qui permettent
I’interaction avec les RCPG (Shukla et al. 2013) (Figure 10). Lors de son activation, la
protéine B-arrestine 1 change de conformation au niveau de ces trois boucles, un changement
qui applique une force de torsion sur les domaines N et C-terminaux de la protéine B-arrestine
1. Les régions N et C terminales constituent des domaines fonctionnels majeurs pour le

mécanisme de la protéine B-arrestine 1 :
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- le domaine N est responsable de la reconnaissance du récepteur a 7 domaines
transmembranaires activé

- le domaine C est responsable de la reconnaissance secondaire du récepteur

Finger loop

(’f’ f/\\Middleloop
NIz >N

+7 0

e v
o T —
)
o
—\ Sl
N domain C domain

Figure 10 : Structure cristallographique de la protéine p-arrestine 1

La protéine B-arrestine 1 posséde une grande flexibilité conformationnelle au niveau de ses boucles. La protéine
B-arrestine 1 est inactive lorsque les boucles sont dans la conformation grise et active lorsqu’elles sont dans la
conformation orange. D’aprés (Shukla et al. 2013)

De nouveaux roles ont ét¢ découverts pour les B-arrestines tels que la désensibilisation et
I’internalisation des récepteurs (Lefkowitz and Whalen 2004) (Figure 11). Suite a leur
activation par un agoniste, le RCPG est phosphorylé par des kinases RCPG appelées GRK
(récepteur couplé a une kinase). Les [-arrestines, capables de reconnaitre les sites de
phosphorylation sur le RCPG activé, vont créer une liaison robuste avec le récepteur. Cette
liaison B-arrestine/RCPG de forte affinité empéche le récepteur de se coupler avec sa protéine
G apparentée, de telle sorte que malgré 1’activation continue du récepteur par 1’agoniste, il ne
peut pas échanger le groupement GTP sur la sous-unité¢ de la protéine G pour du GDP,
causant alors une désensibilisation de la signalisation de la protéine G via les seconds
messagers. Les P-arrestines servent ainsi d’inhibiteurs de signal de transduction (Lefkowitz
and Whalen 2004, Violin and Lefkowitz 2007, Golan et al. 2010 , Shenoy and Letkowitz
2011).

En plus de leur role dans la désensibilisation des RCPG, les B-arrestines interagissent

¢galement avec des protéines de la machinerie endocytaire comme la clathrine et une protéine
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adaptatrice (AP-2) permettant ainsi I’internalisation des récepteurs via des vésicules couplées

a la clathrine (Lefkowitz and Whalen 2004)

(a) Coupling to G protein (b) Desensitization / inhibition (c) Internalization
of G-protein coupling
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Figure 11 : Mécanisme d'action de la protéine B-arrestine
(a) les RCPG sont des récepteurs a 7 domaines transmembranaires (7 MSR) activés par un agoniste,
activant ainsi un second messager et induisant le déclenchement des voies de signalisation ; (b) Le
récepteur est d’abord phosphorylé par les enzymes kinases GRK qui reconnaissent le signal puis, la B-
arrestine est recrutée. Elle se loge a la place de la protéine G, achevant le mécanisme de
désensibilisation du récepteur et empéchant la transduction du signal ; (¢) Une fois fixée au récepteur, la
B-arrestine est capable de se lier a la machinerie d’endocytose (issu de (Lefkowitz and Whalen 2004)).

Bien que la plupart des recherches concernant les processus de désensibilisation et
d’internalisation d’un RCPG ait été réalisée sur des récepteurs P-adrénergiques, ce processus
régule la fonction de nombreux autres RCPG dont les récepteurs sérotoninergiques,

dopaminergiques, muscariniques et cholinergiques (Schreiber et al. 2009).

1.4.4 Implication de la protéine [-arrestine 1 dans les troubles de I'humeur

De nombreuses études indiquent que les B-arrestines sont des protéines régulant les récepteurs
couplés au protéine G, jouant ainsi un role majeur dans la physiopathologie des troubles de
I’humeur et dans les mécanismes d’action des antidépresseurs (Avissar et al. 2004 ,
Matuzany-Ruban et al. 2005 , Beaulieu et al. 2008 , David et al. 2009 , Schreiber et al. 2009,
Golan et al. 2010 , Alam et al. 2015 ). La cascade de signalisation impliquant la B-arrestine
présente un intérét majeur pour sa potentielle utilisation comme biomarqueur biochimique en
pratique clinique pour la pathologie dépressive et la prédiction de réponse aux antidépresseurs

(pour revue, voir (Schreiber et al. 2009) pour plusieurs raisons :
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Il existe un lien entre I’expression de la protéine pB-arrestine 1 dans les leucocytes
périphériques, les épisodes dépressifs majeurs et la réponse a un traitement
antidépresseur (Avissar et al. 2004). Les taux de B-arrestine 1 ont été mesurés dans
des leucocytes mononucléaires de patients déprimés et il a ainsi ét¢ démontré que
I’expression de P-arrestine 1 est significativement diminuée chez ces patients en
comparaison avec les patients sains (Figure 12A). De plus, les taux protéiques de f-
arrestine 1 sont corrélés a la sévérité¢ de la symptomatologie dépressive (Figure 12B)

(Avissar et al. 2004 , Schreiber et al. 2009).
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Figure 12 : Expression de la $-arrestine 1 réduite dans les leucocytes de patients déprimés et corrélation

entre les concentrations de B-arrestine 1 et la sévérité des symptomes dépressifs.

(A) L’expression de B-arrestine 1 est significativement réduite dans les cellules leucocytaires mononucléaires de
patients souffrant d’épisode dépressif majeur selon 1’échelle d’Hamilton en comparaison avec des volontaires
sains ; (B) : le degré de la réduction des concentrations de B-arrestine 1 est corrélée de maniére significative a la
sévérité des épisodes dépressifs. D’apres (Avissar et al., 2004).

Dans la méme étude, les auteurs ont montré que la diminution de I’ARNm codant pour
la protéine B-arrestine 1 était corrigée par un traitement chronique par antidépresseurs
(citalopram ou venlafaxine) (Figure 13A)

Une autre étude a montré une association entre un polymorphisme du géne ARRBI
codant pour la B-arrestine 1 et la réponse a la mirtazapine, antidépresseur avec une
action noradrénergique et sérotoninergique via I’action sur les récepteurs o, et 5-HT,
(Chang et al. 2015). Ce polymorphisme aurait un effet bénéfique sur la réponse a cet
antidépresseur, et en ferait un biomarqueur génétique prometteur pour prédire la

réponse a la mirtazapine.

66



Introduction

En ce qui concerne les données précliniques, chez des rats naifs ou des souris, les ISRS, les
ISRN et certains antidépresseurs non sélectifs de la recapture de la sérotonine comme
I’imipramine ou la désipramine élévent significativement les taux de la protéine B-arrestine au
dans le cortex et I’hippocampe (Avissar et al. 2004 , Beaulieu et al. 2008 , David et al. 2009).
De la méme facon, I’expression de la B-arrestine est diminuée dans 1’hypothalamus et
I’hippocampe chez des souris anxio-déprimés ayant été exposées a une administration
chronique de corticostérone. Un traitement chronique avec de la fluoxétine (18mg/kg/
pendant 3 semaines) est capable d’empécher cette diminution (David et al. 2009)(Figure
13B). Enfin, la signalisation des B-arrestines 1 et 2 est impliquée dans la médiation de la

réponse a la fluoxétine et au lithium (Beaulieu et al. 2008 , David et al. 2009).
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Figure 13: Expression de la protéine B-arrestine 1 dans les leucocytes de patients déprimés ou de souris
anxio-déprimées non traité(e)s et apreés traitements antidépresseurs.
(A) Les patients déprimés montrent une diminution de I’expression de la B-arrestine 1 dans les leucocytes, rétablie par un
traitement par le citalopram ou la venlafaxine. (B) Cette diminution, retrouvée chez les animaux présentant un phénotype de
type anxio/dépressif est corrigée aprés un traitement chronique par la fluoxetine ou par le RS67333. ***p<0.001 vs
volontaires sains ; ##p<0.01 et ###p<0.001 vs patients déprimés non traités.*p<0.05 vs Véhicule/Véhicule ; ##p<0.01 vs
CORT/Véhicule ; $<0,05 vs CORT/Fluoxetine (Avissar et al. 2004 , Mendez-David et al. 2015)
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En se basant sur ces résultats précliniques, notre laboratoire a développé une technique
permettant d’extraire et d’isoler les PBMCs du sang total d’un modele de souris anxio-
dépressives (Mendez-David et al. 2013). Dans un premier temps, les résultats cliniques ont été
confirmés : les animaux traités par la CORT pendant 4 semaines affichant un phénotype
anxio-dépressif, présentent une diminution de I’expression de la protéine B-arrestine 1
dans les PBMCs, une altération qui est corrigée apres 28 jours de traitement par la fluoxétine
(18 mg/kg/j) (Mendez-David et al. 2013).
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2 Matériel et Méthodes

2.1 Animaux

2.1.1 Choix du modéle animal d’anxiété/dépression

Développer un mod¢le animal fiable et adapté est indispensable pour comprendre la
dynamique de la pathologie humaine, mais également pour étudier les mécanismes de non-
réponse au traitement. Il est donc crucial de développer un modele dans lequel on pourra
induire un phénotype anxio-dépressif d’une part, puis observer une non-réponse aux
antidépresseurs d’autre part. Quelques modeles animaux d’anxiété et de dépression sont
fréquemment utilisés pour cribler de nouveaux composés ayant un potentiel antidépresseur.
Les différentes approches de modélisation animale en neuropsychologie peuvent étre
regroupées par approche génétique, pharmacologique, comportementale ou par 1ésion (Nestler
and Hyman 2010). Le tableau qui suit présente différents protocoles de stress chronique
fréquemment utilisés dans les études précliniques en neuropharmacologie (Tableau 9). Les
premiers modeles présentés sont d’excellents modeles animaux permettant d’étudier la
physiopathologie des troubles dépressifs, car on observe des animaux qui vont présenter un
phénotype anxio-dépressif apres ces stress répétés, tandis que d’autres animaux y seront
résilients. L’inconvénient majeur de ces modeles est qu’ils nécessitent d’inclure un nombre
important d’animaux dans 1’étude afin d’obtenir un nombre suffisant d’animaux présentant un
phénotype anxio-dépressif a 1’issue du protocole. En effet une proportion non négligeable

d’animaux présente une résilience a ces stress et sera donc exclue de I’expérimentation.

En ce qui concerne le modele CORT, des travaux préliminaires et basés sur un seul test
comportemental (le novelty suppressed feeding), ont permis de montrer qu'un phénotype
anxio-dépressif était induit chez plus de 90% des animaux aprés administration de
corticostérone (David et al., 2009 ; Rainer et al., 2012 ; Samuels et al., 2011, Figure 14). Par
ailleurs, ces mémes travaux ont permis de distinguer deux sous-populations de souris apres un
traitement antidépresseur par fluoxétine : des répondeuses et des non-répondeuses (environ
30% des animaux). Ce modé¢le semble donc étre le plus approprié dans le cadre d’une étude
de non-réponse, puisqu’il nous permet d’obtenir un grand nombre d’animaux présentant un
phénotype anxio-dépressif, mais également un nombre suffisant d’animaux non-répondeurs a

la fin du protocole.
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Figure 14 : Répondeurs et non-répondeurs a un traitement antidépresseur dans le Novelty Suppressed

Feeding

On observe dans ce test une augmentation de la latence a aller se nourrir chez les souris traitées par
corticostérone (ronds verts) en comparaison des controles (ronds bleus). Aprés traitement chronique par de la
fluoxétine (28 jours, 18mg/kg/j, ronds noirs), on observe une distribution bimodale des animaux, avec un groupe
d’animaux répondeurs et un groupe d’animaux non-répondeurs. D’aprés (Samuels et al. 2011)
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Tableau 9 : Modéles chroniques d'anxiété/dépression chez le rongeur.

Type de stress

Nom du modé¢le

Durée du stress

Principe du stress

Avantages

Limites

Références

Stress
environnementaux

Stress prénatal

1 a 4 semaines

Stress exercé sur une femelle
gestante

-étude de I’impact du stress pendant
période de gestation sur individu
adulte

Validité prédictive et de
construction

(Maccari and
Morley-Fletcher
2007)

Stress majeurs par chocs

-grande variabilité d’exécution

. . électriques exercés pendant . . Chourbaji et al.
Résignation . q L. P -validité prédictive, faciale et de ( J
. ~10 jours une période de . L . \ 2005, Hajszan et
apprise . . construction -disparition du phénotype apres
conditionnement, suivi d’une R al. 2009)
. arrét des chocs
période de test
Série aléatoire de situations -stress légers et aléatoires
stressantes ~ pour  1’animal .
. . e o (Mineur et al.
Stress (altération des rythmes | -conservation des altérations induites -manque de reproductibilité 2003. Pothion et al
imprédictible 3 a4 semaines | circadiens, isolement social, apres 1’arrét du protocole 200 4’ Wil '
. , s . , Willner
modéré chronique présence d’odeurs de -protocole contraignant 2005
prédateurs  dans  la  cage, -validité prédictive, faciale et de )

humidification de la sciure...)

construction

Interaction sociale

Souris A placée en présence

(Buwalda et al.

. . A ins 3 ’ i h . . - -protocol éalisable ch .
Défaite sociale Y mo.lns . d, une souris de souc ? -validité faciale et prédictive protocole non réalisable chez 2005, Krishnan et
semaines différente, B, plus agressive, les femelles
i al. 2007)
de fagon répétée
24h au 9°™ jour

-étude de I’impact des événements

Séparation ou 3-4h par jour, i . . L. o . Finamore and Port
P hpar) Séparation post-natale de la stressants en début de vie sur individu -validité de construction (

maternelle plusieurs jours \ . 2000)

. mere avec ses petits adulte

consécutifs
-facilité de mise en place du protocole
Administrati hroni " (David et al. 2009,
. ministration chronique e o, e .
Pharmacologique CORT 28 jours q -bonne reproductibilité -validité de construction Gourley et al.

exogene de glucocorticoides

-validité faciale et prédictive

2009)
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2.1.2 Modéle d’administration chronique a la corticostérone

/*/—\\l_\‘— ‘—\\
Cortex N
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STRESS "

s

{ Hippocampe
5 /2 Y.
Hypophyse(— Hypothalamus

ACTH GLUCOCORTICOIDES

Glandessurrénales

Systéme immunitaire

Figure 15 : Systtme de réponse au stress via l'axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien.

Les glandes surrénales produisent du cortisol chez ’Homme et
de la corticostérone chez la souris. CRH : corticotropin-releasing
hormone ; ACTH : adrenocorticotropic hormone

dépressifs (Figure 15).

2.1.2.1 Conséquences

phénotypiques

Les stress sociaux ou le stress
chronique induisent des perturbations de
I’axe  HPA chez le rongeur se
matérialisant par une augmentation des
concentrations plasmatiques en
glucocorticoides (corticostérone pour les
Rongeurs) (Grippo et al. 2006). Ainsi, le
modele

développé a  partir de

I’augmentation des concentrations en

glucocorticoides ~ par  D’apport  de
corticostérone exogene (CORT) soit par
injection sous-cutanée, pompe osmotique
ou plus simplement par I’intermédiaire de
I’eau de boisson ou dans la nourriture,

permet d’étudier directement I’influence

des glucocorticoides sur le
développement du phénotype anxio-
comportementales d'un  régime

chronique de corticostérone chez le rongeur

L’administration répétée de CORT semble inhiber le comportement sexuel (Gorzalka et al.

2001), provoque une diminution de la prise de saccharose (Gourley and Taylor 2009), mais

¢galement une diminution de la réponse a un renforcement alimentaire (Gourley et al. 2008)

ainsi que du toilettage (David et al. 2009), tous ces parametres étant indicateurs d’une

anhédonie. En plus de I’anhédonie apparente, il apparait que les animaux développent un

phénotype anxio-dépressif a travers 1’évaluation comportementale dans le labyrinthe en croix

surélevée (Pego et al. 2008), la double enceinte éclairée (Murray et al. 2008), le test d’odeur

de prédateur (Kalynchuk et al. 2004), ou encore dans le test d’hyponéophagie induite par la

nouveauté, et le test du champ ouvert (Gregus et al. 2005, David et al. 2009 ). L apparition

d’un phénotype de dépression sans phénotype anxieux est rarement référencée chez les
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patients (Mineka et al. 1998), ce qui renforce les résultats obtenus par ce modele. D’autres
marqueurs physiologiques d’anxiété-dépression sont également altérés, notamment la
dérégulation des fonctions et des concentrations des acteurs de I’axe HPA, la prise de poids et
I’atrophie des glandes surrénales (Gourley et al. 2008 , Murray et al. 2008). Cependant, de
réelles données relatives aux constituants neurobiochimiques de 1’axe HPA durant le
protocole de stress restent a ce jour peu renseignées. La majorité des comportements induits
par ce modele est corrigée par I’administration chronique d’antidépresseurs (Ago et al. 2008 ,
David et al. 2009 , Rainer et al. 2012), renforcant la validité prédictive de modele préclinique

de la dépression humaine.

2.1.2.2 Conséquences structurelles et moléculaires d’un régime chronique par

de la corticostérone

Au-dela des modifications comportementales induites par 1’administration chronique de
CORT, ce mod¢le provoque également des modifications structurales liées a la plasticité et
notamment la diminution du processus de prolifération cellulaire et de la neurogenése dans
I’hippocampe (Malberg et al. 2000, David et al. 2009 ). Plusieurs études ont pu mettre en
évidence que les atteintes de la plasticité se localisent dans les régions cérébrales clefs
impliquées dans la dépression. En effet, il a été observé un remodelage dendritique induit par
la CORT dans I’hippocampe (Watanabe et al. 1992, Magarinos et al. 1999 , Southwick et al.
2005 ), ’amygdale (Mitra and Sapolsky 2008), et le cortex préfrontal, (Seib and Wellman
2003). Ces résultats sont également retrouvés aprés des études post mortem de patients
souffrant de dépression (Konarski et al. 2008). En particulier, il est connu que 1’exposition
prolongée a la CORT induit une atrophie dendritique des cellules pyramidales de
I’hippocampe, et une perte de volume des dendrites apicaux des régions CA3 et CAl
(Magarinos et al. 1999). D’autre part, bien qu’étant également le siége de la neurogenése chez
le rongeur adulte, les effets des glucocorticoides dans le bulbe olfactif adulte restent moins
étudiés. Néanmoins, une étude récente a mis en évidence la présence de déficits olfactifs chez
les animaux traités chroniquement par de la corticostérone, partiellement restaurés par un
traitement chronique par de la fluoxétine (Siopi et al. 2016).

L’administration de CORT chez I’Animal et chez ’Homme est associée a une réduction du
facteur de transcription de 1’élément de réponse liant I’AMPc appelé CREB (Pittenger and
Duman 2008). Fait intéressant, I’activation de CREB induit la neurogen¢se alors que son
inhibition la réduit (Nakagawa et al. 2002), faisant de CREB un acteur important de la

stabilité neuronale associée au stress et a la dépression. Entre autres, CREB controle des
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genes effecteurs, eux aussi impliqués dans la stabilité de la plasticité synaptique. L’un de ces
genes est celui codant pour le « brain derived neurotrophic factor » (BDNF), qui joue un role
critique sur la plasticit¢ dans le développement, dans la survie et la fonction des neurones
(Pittenger and Duman 2008). Chez ’animal, 1’exposition aux glucocorticoides altére aussi
bien CREB que le BDNF dans les différentes régions limbiques (Jacobsen and Mork 2006,
Gourley et al. 2008 ), également chez les patients atteints de dépression (Dwivedi et al. 2003,
Sen et al. 2008).

Outre I’effet de I’administration de CORT sur la plasticité neuronale, une étude de Western
Blot réalisée au laboratoire (Mendez-David et al. 2013) a montré une diminution de
I’expression de la B-arrestine 1 dans les leucocytes de souris traitées par corticostérone, de la
méme maniere que ce qui a déja été observée chez I’humain (Matuzany-Ruban et al. 2005).

Cette diminution est corrigée par un traitement antidépresseur.

2.1.2.3 Conséquences d'un traitement chronique de corticostérone sur la

cognition

Une étude comportementale réalisée au laboratoire (Darcet et al. 2016) a montré que des
troubles cognitifs étaient observables chez les souris traitées avec la corticostérone. Il
semblerait en effet qu’une exposition chronique de corticostérone chez le rongeur entraine des
altérations de la mémoire spatiale, de la mémoire de type épisodique, et de la mémoire a
composante associative. Il n’existe a ce jour aucune hypothese validée quant a 1’origine de ces
troubles cognitifs, mais il est plausible qu'une diminution de la neurogenése hippocampique
puisse étre responsable d’une partie de ces déficits observés aprés traitement chronique de
corticostérone. En effet, de précédentes études, utilisant une stratégie d’ablation génétique de
la neurogenese hippocampique adulte, ont montré que les jeunes neurones de 4 a 6 semaines

participaient aux processus cognitifs (Sahay et al. 2011, Denny et al. 2014).

2.2 Etudes des performances liées a I’émotion

2.2.1 Tests prédictifs d’un phénotype ou d’une activité de type anxiolytique
2.2.1.1 Le test du champ ouvert ou test de I’Open Field

L’open field (OF, ou test de champ ouvert) est I'un des plus utilisés en psychopharmacologie.

Il est réalisé en plagant ’animal dans une cage de 40x40 cm, ouverte pendant 30 minutes. Les

mouvements de 1’animal sont mesurés par un systeme de suivi de 1’animal par des capteurs

infrarouge (Activity Monitor, MED associates, Georgia, VT, USA) (Figure 16). L’Open Field
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est utilisé¢ afin de prédire une activité de type. En général, les animaux présentent un haut
degré d’évitement de I’aire centrale par rapport a la périphérie. L’administration unique d’un
anxiolytique, comme une benzodiazépine ou chronique d’un antidépresseur augmentent le
nombre d’entrées et le temps passé dans cette aire centrale (Prut and Belzung 2003). Au final,
les variables mesurées dans I’OF sont 1’activité ambulatoire totale, le nombre d’entrées dans
’aire centrale, le temps passé dans le centre de 1’aréne. Ce test peut étre utilisé pour une

mesure simple de I’activité locomotrice.

Figure 16: Test de Champ Ouvert chez la Souris.
Une administration unique d’anxiolytique ou chronique d’antidépresseur augmentent le nombre d’entrées et le
temps passé dans 1’aire centrale de 1’aréne chez la Souris (photo gauche) tandis que classiquement les souris
contrdles se déplacent a la périphérie de la cage (photo droite).

2.2.1.2 Le test du labyrinthe en croix surélevé

Ce paradigme développé afin de prédire une activité de type anxiolytique chez le Rat (Pellow
and File 1986) puis chez la Souris, est aussi un test de mesure d’un comportement de type
anxieux développé d’abord (Figure 17). Le labyrinthe est composé de 2 bras ouverts et 2 bras
fermés reliés par une plateforme centrale, a 50 cm au-dessus du sol et éclairé par une lampe
de faible puissance (20 watts). Les souris sont placées individuellement sur la plateforme
centrale, face a un bras ouvert et peuvent explorer librement 1I’ensemble du labyrinthe pendant
5 minutes. Une caméra placée au-dessus du dispositif et reliée a un logiciel de suivi (EPM3C,
Bioseb, France) permet I’enregistrement des déplacements. Afin de discriminer un effet
anxiolytique d’un effet sédatif, le nombre total d’entrées dans les 4 bras est mesuré. Un
phénotype anxieux se caractérise par une diminution du temps passé dans les bras ouverts par

rapport au temps passé dans les bras fermés.
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Figure 17: Test du labyrinthe en croix surélevée.
Un traitement aigu par des anxiolytiques ou chronique d’antidépresseur augmentent le nombre d’entrées et le
temps passé dans les bras ouverts (photo gauche) et diminue le temps passé dans les bras fermés (photo droite)

2.2.2 Test prédictif d'un phénotype ou d'une activité anxiolytique et
antidépressive : le test d’alimentation supprimée par la nouveauté ou
« novelty suppressed feeding »

Ce test induit une situation de motivations conflictuelles chez I’animal, entre celle dirigée vers
la nourriture et la peur de s’aventurer au centre de I’enceinte fortement éclairée. Ce test a
montré son aptitude a mettre en évidence des changements dans le comportement des
rongeurs comme le Rat et la Souris, aprés un traitement anxiolytiques (traitement aigu) et
antidépresseurs (traitement chronique) (Santarelli et al. 2003). L’animal a jeun depuis 24
heures est placé dans une cage rectangulaire de 2500 cm (50x40x20 cm). Au centre de cette
cage est disposé un cercle blanc éclairé dans lequel sont déposés 2 granulés de nourriture.

L’animal est alors placé dans un coin du dispositif la téte face a la paroi, puis un chronometre
est immédiatement lancé. La latence pour mordre manifestement le granulé (croquer dans le
granulé en utilisant ses pattes avant) est enregistrée. Les animaux sont testés individuellement
pendant une période de 10 minutes (Santarelli et al. 2003, David et al. 2009 ). On mesure le
temps de latence mis par I’animal pour aller se nourrir (Figure 18). A la suite de ce test,
I’animal est replacé dans sa cage et on mesure sa consommation de nourriture pour vérifier
que les variations du temps de latence entre des animaux traités et des animaux non traités
sont dues a l’activité anxiolytique/antidépresseur des molécules étudiées et non a un appétit

moindre.

77



Méthodes

Figure 18 : Test du Novelty Suppressed Feeding.
Un traitement aigu par des anxiolytiques ou chronique par antidépresseur diminuent le temps de latence des
animaux pour se nourrir. Le dispositif est constitué¢ d’une enceinte dont le sol est recouvert de sciure, et dans le
centre duquel est placé de la nourriture sur un disque blanc cartonné (photo gauche). La latence de la prise

2.2.3 Tests prédictifs d’un phénotype ou d’une activité de type antidépressive

2.23.1 Index d’état dépressif : quantification de l'état du pelage

Cette mesure est un indicateur de la dégradation de 1’activité de toilettage chez la souris et par
corrélation de son état « dépressif » (Figure 19) (Griebel et al. 2002, Ducottet et al. 2003 ). Le
score du pelage est évalu¢ dés le début de I’expérience et répété une fois par semaine, le
méme jour, jusqu’a la fin du protocole. Ce score est défini aprés 1’évaluation par
I’expérimentateur sur 5 zones du corps de 1’animal : la téte, le cou, le dos, le ventre, les pattes.
Un score de 0 est attribué pour un pelage en bon état, 0.5 si le pelage est peu dégradé, et 1

pour un pelage dégradé. Le score global est ensuite calculé.

Figure 19 : Dégradation de I’état du pelage.

En conditions standards (photo gauche), ’animal présente un pelage lisse et brillant. Aprés 4
semaines d’exposition a la corticostérone dans 1’eau de boisson, le pelage de 1’animal se

dégrade en paquets disparates (photo droite).
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2.2.3.2 Le splash test

Ce test est assimilé au caractére dépressif puisqu’il met en ceuvre la capacité de toilettage
chez le rongeur. Les animaux d’une méme cage sont placés 30-60 min dans une nouvelle cage
(cage de pré-test). Au moment du test, on vaporise une fois et de facon modérée une solution
de sucrose a 10% sur le cou de I’animal. Cette solution est non seulement collante, ce qui doit
initier un toilettage chez le rongeur, mais également appétante. L’animal est directement
introduit dans sa cage initiale sans nourriture ni eau pour la durée du test. Un chronometre est
lancé simultanément. Plusieurs parameétres sont mesurés : la latence a initier un toilettage (qui
doit durer plus de deux secondes et comprend une action des pattes avant sur la face, ou un
léchage du pelage ventral ou dorsal), le temps total ainsi que la fréquence des toilettages (sur
une période de 5 minutes). A la fin du test, la souris est introduite dans une cage temporaire le

temps que les souris de la méme cage soient toutes passées dans le test.

2.2.4 « L’emotionality score », un outil d’analyse des résultats des tests
comportementaux.

A P’image de I’échelle d’Hamilton, questionnaire compos¢ de plusieurs items qui permet
d’évaluer quantitativement la sévérité de la pathologie, « I’emotionality score » est un outil
préclinique qui permet d’évaluer 1’état anxio-dépressif de I’animal en prenant en compte
I’ensemble des résultats obtenus lors de 1’étude comportementale, et ce de fagon a diminuer

la variabilité intrinséque de chaque test (Guilloux et al. 2011)

En effet, il existe plusieurs causes de variabilités des résultats : le jour ou le moment de la
journée ou le test est effectué, les conditions du test (bruit, etc...) qui peuvent influer sur le
comportement animal. Un animal peut présenter un phénotype anxieux fort dans un test, et un

phénotype moins prononcé dans un second test réalisé¢ quelques jours plus tard.

Cette méthode permet ainsi de normaliser les parametres des différents tests correspondant au
comportement d’anxiété-dépression, par une standardisation de type «z». Cette
normalisation des résultats obtenus a des moments différents et de différentes cohortes,

permet ainsi leur comparaison et leur compilation.

La formule de normalisation des résultats par z-normalisation est la suivante :
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X—u
g

zZ =

= X :valeur du paramétre observé
* u:moyenne du groupe véhicule (contréle)

* o : écart-type du groupe véhicule (controle)

On obtient de cette fagon le z-score pour chaque paramétre considéré comme marqueur d’un
phénotype anxio-dépressif dans chaque test (OF : temps dans le centre et distance ratio.
EPM : Temps dans les bras ouverts, ratio d’entrées dans les bras ouverts/entrées totales.
NSF : latence a aller se nourrir. Splash Test : Durée de toilettage). On moyenne ensuite tous
les z-paramétres d’un test pour calculer le z-score du test considéré. Enfin, on réalise une
moyenne tous les « z-scores » de chaque test (Zor, Zepm, ZnNsr €t Zsplash Test) pour obtenir

I’emotionality score global de 1’expérience.

Ce score nous permettra notamment d’évaluer si une souris présente un phénotype anxio-
dépressif stable dans chaque test. Plus le score est élevé, plus le comportement des souris sera
considéré comme anxio-dépressif. Nous considérerons que les souris ont répondu au
traitement si on observe une diminution d’au moins 50% du score aprés administration

d’un antidépresseur.

2.2.5 Vérification des étapes du cycle menstruel chez la femelle

Les altérations comportementales (anxiété-dépression) peuvent é&tre associées a une
dérégulation de D’axe hypothalamo-hypophysaire et donc une augmentation des
concentrations plasmatiques de corticostérone chez les animaux (Grippo et al. 2005). Une
partie de notre étude étant réalisée chez la femelle, il est important d’évaluer 1’état du cycle
menstruel chez ces animaux afin d’exclure des variations de comportement interindividuelles
qui pourraient étre dues a la variation du cycle. En effet, le comportement chez la souris peut
varier en fonction des états de leur cycle ovarien, celui-ci pouvant étre sujet a des

changements liés a ’activité de I’axe hypothalamo-hypophysaire (ter Horst et al. 2012)

Une facon d’évaluer le cycle ovarien de maniére non-invasive est d’observer les changements
de la structure des cellules épithéliales vaginales. Des frottis vaginaux sont ainsi réalisés en
introduisant une pipette contenant 15 pl de NaCl 0.9% dans 1’orifice vaginal de la souris
(Figure 20). Le frottis ainsi obtenu est déposé sur une lame, recouvert d’'une lamelle avant

d’étre observé au microscope (grossissement x10), sans coloration

80



Méthodes

ey #°

s g

Figure 20 : Réalisation d’un frottis chez une souris femelle et étapes du cycle estrus chez la souris
(a) Diestrus, (b) Proestrus, (c) Estrus, (d) Metestrus

Chez les rongeurs, le cycle dure de 4 a 5 jours et comporte 4 stades qui se différencient par la
proportion des 3 types de cellules observées (cellules cornées, cellules épithéliales et

leucocytes) : proestrus, estrus, metestrus et diestrus.

L’état du cycle est vérifié apres chaque test comportemental afin de I’intégrer comme facteur
dans nos analyses statistiques. Ainsi, pour toute analyse chez les femelles, une ANOVA a2

facteurs (facteurs traitements et cycles) a été réalisée.

2.3 Manipulations ex vivo
2.3.1 Administration des traitements

2.3.1.1 Préparation de la solution de CORT

Le protocole consiste en une administration chronique de corticostérone dans 1’eau de
boisson. De la corticostérone (4-pregnen-11b-DIOL-3 20-DIONE 21-hemisuccinate (Sigma-
Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France) est dissoute dans le véhicule (0.45% hydroxypropyl-
B-cyclodextrin, Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France). La durée est la dose du
traitement de corticostérone a été déterminée a partir de précédentes études réalisées au
laboratoire (ref). Une dose de 35 g/ml/j est mise a disposition des souris ad libitum dans 1’eau
de boisson. La solution de corticostérone se dégrade au contact de la lumiere, elle est donc
mise dans des biberons opaques noirs. Les animaux contrdles regoivent uniquement le

véhicule (0.45 % B-cyclodextrin, B-CD).
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2.3.1.2 Préparation des traitements

Les animaux ont regu 2 traitement antidépresseurs successifs : la fluoxétine et I’imipramine.
La fluoxétine hydrochloride (Anawa Trading, Zurich, Switzerland) (18 mg/kg/j), ainsi que
I’imipramine hydrochloride (Sigma-Aldrich) (30 mg/kg/j) sont dissoutes dans la solution de
corticostérone (35g/ml/j dans 0.45 % P-cyclodextrin). De la méme facon que la

corticostérone, les traitements sont administrés dans I’eau de boisson ad libitum aux animaux.

2.3.2 Mesure de ’expression protéique par Western Blot

2.3.2.1 Préléevement des PMBC du sang total

Le sang a été prélevé des souris non-anesthési¢es (Golde et al. 2005). Environ 0.4 ml de sang
est prélevé dans un tube contenant du KsEDTA au moyen d’une lame avec une pointe stérile
de 5 mm (MediPoint, Mineola, NY, USA) au niveau sous-mandibulaire, a I’endroit ou la
veine orbitale et sous-mandibulaires se joignent pour former la veine jugulaire. Une 1égcre
pression sur la zone de ponction est appliquée avec une compresse pour [’homéostase. La
séparation et ’extraction des PBMCs est ensuite réalisée en utilisant la méthode du iodixanol
mixer (Ford and Rickwood 1990). Les PBMCs des souris sont purifiés a partir du sang total
par centrifugation (300 g a 20°C pendant 30min) en utilisant une solution B et une solution
d’OptiPrep (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France). Aprés centrifugation, 3 couches
superposées sont observées dans le tube, les PBMCs se trouvant dans la couche du milieu.
Cette couche est soigneusement retirée et transférée dans un nouveau tube de 50 ml. Les
PBMC:s sont ensuite lavés 2 fois 1 minute avec la solution B. Aprés une autre centrifugation
(150g a 20°C pendant 7 min) et 2 lavages, les PBMCs sont récupérés a 1’aide d’une derniere
centrifugation (1000g a 4°C pendant 5 minutes) et conservés a -80°C pour une utilisation

ultérieure (Figure 21).
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PBMC collection from

punctures preformed
the meniscus downwards

with 5 mm point size sterile lancet

+5ml Solution B
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without break
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Mouse PBMC
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until analysis

Centrifugation 1000 g
for 5 min at 4°C

Figure 21 : Différentes étapes pour I’isolement des PBMCs a partir du sang total chez la souris

2.3.2.2 Dosage des protéines

La quantit¢ de protéines présentes dans les différents échantillons est préalablement
déterminée afin de déposer la méme quantité de protéines dans chaque puit. La quantification
des protéines a été effectuée en utilisant une technique combinant la réaction de Biuret
(Gornall et al. 1949) avec une détection colorimétrique hautement sensible et sélective des
ions cuivre, par un réactif contenant 1’acide bicinchoninique (Thermo Scientific Pierce BCA

Protein Assay Kit, Pierce Biotechnology).

2.3.2.3 Technique du Western Blot

L'¢lectrophorése est réalisée dans un gel de polyacrylamide additionné¢ de 10% de
laurylsulfate de sodium (SDS-PAGE) pendant 1h a 160 V (Amersham ECL Gel Running®).
Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de polyvinylidéne difluoride (PVDF)
(Amersham, Biosciences, Les Ulis, France) dans du tampon de transfert pendant 2h a 100V a
4°C. Aprés une série de ringages et le blocage des sites non spécifiques, les membranes sont
incubées avec des anticorps primaires pour détecter les quantités totales des protéines

d’intéréts.
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Anticorps primaires  Blocage Dilution Référence Fournisseur Poids (KDa)

B-arrestine 1 Lait 1:500 D24H9 Becton Dickinson 50

B-actine (HRP) BSA/Lait 1:10000 SC47778 Santa Cruz Biotechnology 37

Tableau 10 : Anticorps utilisés en Western Blot

Les anticorps primaires (Tableau 10) sont détectés grace aux anticorps secondaires appropriés
couplés a la HRP (horseradish peroxydase), et le signal ECL (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Pierce, Belgique) est quantifi¢é grice au systtme ChemiDoc
XRS (Bio-rad, Marnes-La-Coquette, France). Pour s’assurer qu’une quantité¢ égale de
protéines a été déposée dans chaque puit, les taux de f-actine ont ét€¢ mesurés comme controle
pour chaque échantillon. Les bandes sont ensuite quantifiées en utilisant le logiciel Image
Lab. Lors de cette expérience, la méme membrane a été utilisée pour révéler les différentes
protéines. Le traitement de la membrane par une solution de Stripping pendant 30 minutes
permet de « défixer » les complexes anticorps primaire-secondaire de la membrane et de

réaliser un nouveau marquage.

2.3.2.4 Traitement statistique des résultats

Les valeurs de quantification relative obtenues pour les animaux sont comparées par un test
ANOVA a un facteur. Les résultats sont exprimés en nombre moyen de log,Ratio + I’écart
standard a la moyenne (ESM). L’expression d’un geéne est considérée comme

significativement modifiée si p<0.05.

2.4 Etude de la neurogeneése hippocampique adulte

2.4.1 Préparation des tissus

2.4.1.1 Perfusions intra-cardiaque

La souris est anesthési¢e a I’aide d’un mélange kétamine/xylazine (120 mg/kg et 10 mg/kg,
respectivement). On controle ’anesthésie en effectuant une pression sur la patte arriere de
I’animal. L absence de réaction permet d’entreprendre la chirurgie. L’animal est fixé sur une
planche en liege, sur le dos. Une incision au niveau médian de I’abdomen permet d’introduire
les ciseaux de chirurgie et de remonter jusqu’au diaphragme par les flancs de I’animal. Le
diaphragme sectionné laisse entrevoir le coeur. La peau qui recouvrait ’abdomen est rabattue

en arriére puis fixée, permettant un acces dégagé jusqu’au cceur. Il est primordial d’opérer
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rapidement 1’animal pour conserver la propriété pulsatile du cceur. Cette capacité va permettre
de rincer et fixer les tissus cérébraux, ce qui est nécessaire pour obtenir des marquages sans
pollution par des cellules sanguines résiduelles. Un cathéter reli¢ a une pompe péristaltique
(pompe péristaltique, W40578, Fisher Scientific SAS, Illkirch, France) est inséré dans le
ventricule gauche du cceur. Cette pompe a pour fonction de perfuser en premier lieu une
solution de NaCl 0.9% conservée dans la glace. Une fois le cathéter en place, une incision de
I’oreillette droite va permettre au ceceur et a la pompe d’évacuer le sang du corps de 1’animal.
Aprés 5 minutes, on peut constater une décoloration de certaines zones du corps de 1’animal
tels que : le foie, les pattes avant, la langue, les oreilles etc. Ces indicateurs permettent de
poursuivre le processus de perfusion en changeant le NaCl 0.9% par une solution de
paraformaldéhyde 4% dans 0,2M de solution de Serensen pendant 10 minutes. Cette solution
va permettre de fixer les tissus et de stopper toute activité cellulaire. Le cerveau est ensuite
prélevé et conservé pendant la premiére journée dans une solution de paraformaldéhyde 4% a
4°C. Elle sera ensuite substituée par une solution de tampon phosphate (PBS) + sucrose 30%
+ azide 0.1% a 4° ce qui permettra de protéger et conserver les tissus jusqu’a leur prochaine

utilisation.

2.4.1.2 Préparation des cerveaux

Les cerveaux sont placés a ’envers dans des blocs en plastique individuels préalablement
remplis avec de ’OCT (Tissue-Tek, Optimal Cutting Temperature). Ainsi préparés, les blocs
sont plongés dans une boite en polystyréne contenant de la carboglace (-60 °C). La propriété
de I’OCT a se solidifier a basse température va contenir le cerveau dans un bloc. Ils sont
ensuite démoulés puis conservés au congélateur a -80°C. Le bloc d’OCT est fixé sur une
platine amovible encore une fois a I’aide d’OCT, a I’intérieur d’un dispositif réfrigéré a -20°C
(Leica CM 3000). Cet appareil va permettre de faire des sections du bloc, ici définies a 35 pm
d’épaisseur. On équilibre ensuite le cerveau par rapport a la lame du couteau du cryostat de
facon a obtenir une morphologie symétrique des structures cérébrales. Apres 1’identification
du début de I’hippocampe a 1’aide de ’atlas pour Souris (Bregma -1.20 to -3.80 mm; Franklin
et Paxinos, 2007), chaque section de 1’hippocampe est collectée.

Le stockage des coupes de cerveaux se fait a 1’aide d’une boite de 24 puits. Chaque ligne
correspond a un cerveau. Les puits sont remplis par une solution de PBS + sodium azide
(0.1%) qui préservera les tissus d’une éventuelle dégradation par les bactéries ou
champignons. L’hippocampe se subdivisera par 13 séries de 6 coupes. Dans chaque puit, nous

retrouverons 1/6 de ’hippocampe et chaque section est espacée de la suivante par 210 pm.
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Cette méthode permet d’économiser le nombre d’animaux en utilisant différents marqueurs

d’immunohistochimie pour le méme cerveau.

2.4.2 Etude de la prolifération des cellules progénitrices

L’¢étude de la prolifération cellulaire est réalisée grace a une technique d’immunohistochimie
utilisant le marquage au Ki67. La protéine Ki67 est une protéine nucléaire exprimée par la
cellule lorsqu’elle est entrée dans le cycle cellulaire. Son expression augmente
progressivement au cours des phases de synthése, G2 puis M du cycle (Cattoretti et al. 1992).

Apres avoir été rincées 3 fois 15 minutes dans une solution de tampon phosphate contenant du
triton PBST (PBS+Triton 0,3%), les coupes de cerveaux sont plongées pendant deux heures
dans une solution de 10% de sérum d’ane afin de bloquer les sites non spécifiques. Les
coupes sont ensuite immédiatement incubées dans I’anticorps primaire anti-Ki67 fabriqué
chez le lapin (Eurobio, France) le temps d’une nuit a 4°C sous agitation. Le lendemain, apres
3 ringages de 15 minutes dans un tampon phosphate (PBS), les tissus reposent deux heures
dans ’anticorps secondaire d’ane anti-lapin couplé a un fluorochrome Cy2 (Jackson, dilution
1:500) (Sahay et al. 2011). Le marquage est visualisé grace a un fluorochrome couplé a
I’anticorps secondaire. La fluorescence permet d’apprécier la proportion de cellules en cycle

et donc la prolifération cellulaire.

2.4.3 Etude de la survie des cellules progénitrices

L’étude de la prolifération cellulaire dans 1’hippocampe de la souris adulte nécessite un
schéma spécial d’injection de 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU), 2 fois par jour pendant 3 jours
3 semaines avant le sacrifice de I’animal (100 mg/kg) (Cameron and McKay 2001 , Wang et
al. 2015).

Le BrdU est un analogue synthétique de la thymine. Au moment de la réplication de I’ADN
(pendant la phase S du cycle cellulaire) le BrdU va s’incorporer au nouveau brin formé et
permet de marquer ainsi les cellules nouvellement formées. Les anticorps spécifiques anti-
BrdU vont permettre de révéler ces jeunes cellules en suivant le protocole suivant. Les
sections de cerveaux sont montées sur des lames (lames adhésives super Frost plus, Fischer
Scientific SAS, Illkirch, France), puis placées pendant 5 minutes dans une solution d’acide
citrique (pH 6.0) a 96°C. Apres des ringages successifs avec su PBS, les tissus sont traités

avec de la trypsine (0.01%) dissoute dans du Tris/CaCl2 pendant 10 minutes.
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Suite a une nouvelle série de ringage, du 2N HCI est déposé sur les lames pendant 30 minutes.
Le blocage des lames est effectué¢ a 1’aide d’une préparation de sérum de Chévre (normal goat
serum, NGS) 5% dans du PBS. Pendant la nuit, on dépose sur les lames une solution
d’anticorps anti-souris BrdU (1 :100). Apreés une série de rincage au PBS, les lames sont
recouvertes d’une solution d’anticorps secondaire (1:200 chévre anti-souris biotinyl¢) pendant
une heure, suivie d’une amplification par un complexe avidine/biotine. Le marquage est
visualisé par le 3,3'-Diaminobenzidine (DAB). Les tissus sont plongés dans des bains
successifs permettant le contremarquage par FAST-RED (Vector Nuclear Fast Red H-3403,
ABCYS, Paris, France) pendant 2 min puis un ringage a I’eau ultra pure (1min) ainsi qu’une
déshydratation progressive (dans de I’é¢thanol 70% puis 100% pendant 5 et 10 minutes,
respectivement).

Les lames sont recouvertes par une lamelle entre lesquelles on dépose un milieu de montage
qui permet de fixer définitivement les tissus. La quantification des cellules marquées se fait
comme précédemment décrite par David et al., 2009 a I’aide d’un microscope (Olympus

BX51 microscope, Allemagne) au grossissement 40X (Figure 22).

e AR
Figure 22 : Photographies de coupes histologiques du gyrus dentelé de I’hippocampe adulte aprés marquage au BrdU a
différents grossissements

2.4.4 Etude de la maturation neuronale

L’étude de la maturation neuronale ne nécessite pas d’injecter un marqueur exogene. En effet,
on utilise I’expression endogeéne d’un marqueur de neurone immature la Doublecortine
(DCX) exprimer a la membrane des cellules neuronales, qui permet de révéler les neurones
nouvellement formés dans la couche granulaire de I"hippocampe (Couillard-Despres et al.
2005).

La procédure suit celle décrite par Wang et collaborateurs, 2008 (Wang et al. 2008). Les
sections de cerveaux sont rincées avec du tampon tri-phosphate (TBS), puis traitées dans une
solution de H,O, 1% (qsp TBS) pendant 15 minutes. Les tissus sont incubés dans une

préparation a 10% de sérum d’ane avec 0.3% de Triton X- 100 pendant 30 minutes. Les tissus
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sont maintenus toute la nuit avec I’anticorps primaire doublecortine (cheévre 1 :500; Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). L’anticorps secondaire est biotinylé selon la
construction ane anti-chévre (1 :500 ; Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) dans du
TBS pendant 2 heures a température ambiante.

Le marquage est révélé par un complexe avidine/biotine (Vector USA) et un kit DAB (SK-
4100 DAB kit, Vector, USA). Une fois la révélation effectuée, les coupes de cerveaux sont
montées sur lames et recouvertes par une lamelle. Les cellules marquées avec I’anticorps
doublecortine (DCX+) sont catégorisées selon leur morphologie dendritique (Figure 23) :
DCX+ sans arborisation tertiaire et celles avec une arborisation plus complexe. L’index de
maturation est défini comme le ratio entre les cellules avec arborisation complexe sur le total

des cellules DCX+ (Wang et al. 2008).

s

0l

Figure 23: Caractérisation des neurones immatures marqués a la doublecortine en fonction de leur
morphologie dendritique.

A : cellules doublecortine positives sans dendrites tertiaires (neurone immatures) ; B : cellule doublecortine
positive avec arborisation tertiaire (neurone mature). D’aprés Wang et al., 2008

Le Tableau 11 ci-dessous récapitule les anticorps utilisés pour les techniques

d’immunohistochimie.

Anticorps Source Dilution Référence Fournisseur

Anticorps primaires

Ki-67 Monoclonal lapin 1:100 VP-RMO04 Eurobio
BrdU Souris 1:100 347850 Becton Dickinson
DCX Polyclonal chévre 1:500 C-18 (H2812) Santa Cruz Biotechnology

Anticorps secondaires

Chévre anti-souris 1:200 BA-9200 Vector Labs
Biotine
Ane anti-chévre 1:500 705-065-003 Jackson ImmunoResearch
Cy2 Ane anti-lapin 1:500 715-175-150 Jackson ImmunoResearch

Tableau 11: Récapitulatif des anticorps utilisés en immunohistochimie.
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2.45 Triple marquage BrdU+/DCX+/Neun+

Un triple marquage BrdU+/DCX+/Neun+ a été réalisé selon le protocole suivant. Les coupes
sont placées pendant 2h dans une solution de 1:1 formamide/2xSSC a 65°C. Elles sont ensuite
rincées pendant 5 min dans du 2xSSC, incubées pendant 30 minutes dans du 2N HCl a 37°C,
rincées pendant 10 min dans une solution de 0.1 M d’acide borique (pH 8.5) puis incubées
dans du PBS a 0.1M avec 0.3% de triton X-100 et 5% de Donkey Serum. Les coupes sont
ensuite incubées toute la nuit a 4°C avec les anticorps primaires de la doublecortine, la
bromodeoxyuridine (chévre; 1:500; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) et la protéine
neuronal-specific nuclear (NeulN) (souris; 1:500; Chemicon, Temecula, CA).

Des anticorps secondaires sont ensuite utilisés. Tous les anticorps secondaires ont été achetés
chez Jackson ImmunoResearch (Beckman, France). Parmi les cellules BrdU+, le pourcentage
de cellules BrdU+/DCX+/NeuN-, BrdU+/DCX+/NeuN+ et BrdU+/DCX-/NeuN+ est évalué
pour chaque groupe. Tous les comptages de cellules ont été réalisés a 1’aide d’un microscope

confocal Zeiss LSM 510
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3 Problématiques et objectifs de la these

Malgré les avancées de ces derniéres décennies, la dépression reste un vaste champ de
recherche. De la pathogénése a la réponse au traitement, nombreuses questions restent non
résolues.

Pour traiter les patients dépressifs, de nouvelles classes d’antidépresseurs avec des
mécanismes d’action toujours plus innovants sont régulierement mises sur le marché, mais les
inhibiteurs sélectifs de la recapture de sérotonine (ISRS), dont fait partie la fluoxétine
(Prozac®) restent les plus couramment prescrits en France. Cependant, deux inconvénients

non négligeables sont liés a la prise de ces traitements :

- D’une part, le long délai d’action du traitement (4 & 6 semaines) est un inconvénient
majeur pour les patients.

- D’autre part, les nouvelles molécules mises sur le marché restent toutes en partie
inefficaces puisqu’un grand nombre de patients, environ 30%, ne répond pas a la
thérapeutique administrée. On observe ainsi chez certains patients une absence
d’amélioration, voire une aggravation de I’état dépressif apreés la mise en place du

traitement, ce qui pose un réel probléme dans la prise en charge de la maladie.

Une meilleure compréhension des mécanismes par lesquelles se mettent en place la résistance
est nécessaire afin d’améliorer les stratégies thérapeutiques visant a traiter les patients
récalcitrants au traitement. Afin d’expliquer I’absence de réponse, plusieurs hypothéses ont
été avancées. Il semble néanmoins impossible d’incriminer un seul facteur déclencheur d’une
non-réponse, et la communauté scientifique s’accorde a considérer la résistance comme une

conséquence de 1’altération de plusieurs voies biologiques.

Pour traiter cette pathologie, plusieurs stratégies thérapeutiques ont été évaluées et bien que
certaines soient efficaces, atteindre une efficacité du traitement chez des patients résistants
n’est jamais simple. Prédire I’efficacité d’un traitement donné en amont de sa prise par le
patient serait donc un avantage considérable dans la prise en charge des patients dépressifs et
ceci nécessite 1’identification de biomarqueurs prédictifs d’une résistance. Ces biomarqueurs
permettraient d’identifier a priori les patients ayant le moins de chances de répondre au
traitement, et ainsi d’adopter une prise en charge personnalisée de la pathologie. En ciblant
des les prise en charge des patients les traitements qui ont le plus de chances d’étre efficaces,

nous serions en capacité de diminuer le nombre de différents médicaments pris par le patient
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et donc le risque de développer une résistance. En effet, enchainer des traitements infructueux
diminue la probabilité de réponse aux traitements ultérieurs, en plus d’avoir des conséquences

sur I’adhérence du patient qui peut étre découragé par les échecs thérapeutiques successifs.

Pour étudier les mécanismes de la résistance et identifier des biomarqueurs pertinents, il faut
avant tout des modéles animaux appropriés. Ces modeles sont supposés mimer certains
aspects de la pathologie afin de devenir des outils expérimentaux pour améliorer la
compréhension de la pathologie humaine. Pour étudier la dépression, il existe pléthore de
modeles a disposition, dont les plus utilisés cités précédemment. Ils permettent
principalement d’explorer les différents aspects de la pathologie, les modifications neuro-
anatomiques et neurochimiques liées, et d’évaluer I’efficacité psychothérapeutique de
nouvelles molécules. Cependant les modeles d’anxiété-dépression ne sont pas efficace dans le
cadre d’études sur la dépression résistante au traitement. Willner et al. (Willner and Belzung
2015) ont proposé 3 criteéres pour valider un modéele de résistance : une sensibilité au stress
accrue, la résistance a une administration chronique d’antidépresseurs dits « classiques », et
une bonne réponse aux nouveaux antidépresseurs. Plusieurs modeles animaux de résistance
existent déja ont mais beaucoup d’entre eux présentent plusieurs inconvénients qui empéchent
I’enti¢re validation de ces modeles et qui limitent 1’utilisation translationnelle des données
obtenues lors des études. L’inconvénient majeur a souligner est tous les modéles de résistance
actuellement utilisés ne respectent pas les différents criteres cliniques proposés pour définir la
résistance. En effet, bien qu’il existe plusieurs définitions de la résistance toutes s’accordent a
dire qu’un patient ne peut étre considéré comme résistant que lorsqu’il n’a pas répondu a une
thérapeutique adéquate avec au moins 2 traitements différents. Si on s’en tient a cette
définition, aucun mod¢le actuellement disponible ne peut €tre considéré comme un modéle de
résistance puisqu’aucune administration séquentielle d’antidépresseurs n’a été testé pour

réverser le phénotype anxio-dépressif des animaux.

Par ailleurs, la grande majorité des études de non-réponse inclus uniquement des males dans
les protocoles principalement pour des raisons de facilité et de colit. L’expérimentation sur les
femelles est en effet plus compliquée car présentant plus de variabilité, en raison notamment
des variations hormonales cycliques. Ce choix d’exclure les femelles ne semble pas étre
judicieux puisque la dépression est une maladie qui touche principalement les femmes. Mener
des études sur les femelles permettrait d’une part de mieux comprendre les raisons pour
lesquelles les femmes sont plus sujettes a cette pathologie, mais également de déterminer

quels sont les traitements qui seront les plus efficaces sur cette population. Il a été montré que
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les différences de comportement observées entre males et femelles étaient dues a plusieurs
facteurs : les hormones sexuelles circulantes, les différences anatomiques et fonctionnelles du
cerveau, des facteurs génétiques, et probablement des facteurs environnementaux (Palanza
2001). A I’heure actuelle, les conclusions des études sont tirées a partir des résultats obtenus
uniquement chez les males et sont généralisés a I’ensemble de la population. Pour les raisons

évoquées précédemment, cette méthodologie nous a donc semblé manquer de rigueur.

Mon projet de thése portant sur la modélisation de la résistance dans un modele murin s’est

donc articulé autour de trois principaux objectifs.

Le premier objectif est la modélisation de la non-réponse a un antidépresseur dans le modele
CORT chez la souris male et la souris femelle. En effet, si le modele CORT a été développé
chez le male, peu de données sont disponibles chez la souris femelle. Dans un premier temps,
nous avons donc déterminé les effets comportementaux d’une dose-réponse de corticostérone
chez les femelles. Par la suite, nous avons caractérisé la réponse/non-réponse dans le modele
CORT, chez les males et les femelles, apres traitement par de la fluoxétine, ce qui nous a

permis de modéliser la non-réponse et la résistance chez ces animaux.

Le deuxiéme objectif est I’étude de comparaison de la neurogenése entre les répondeurs et
les non-répondeurs. Si le mécanisme d’action du traitement passe par une augmentation de la
neurogenese préalablement altérée par un EDM, il est donc intéressant de se pencher sur les
¢ventuelles différences entre des répondeurs et des non-répondeurs a un antidépresseur, la
fluoxétine. L’implication de la neurogenése dans la réponse au traitement a déja été
démontrée (David et al. 2009) mais cette étude nous permettrait de déterminer si une absence

de réponse est liée a une altération de la neurogenése.

Le troisiéme objectif est 1’étude de biomarqueurs chez les souris répondeuses et non-
répondeuses. L’obtention d’un mod¢ele de résistance aux antidépresseurs nous permet de
réaliser une étude de biologie moléculaire sur des échantillons sanguins et cérébraux afin
d’identifier d’éventuels biomarqueurs de réponse. Partant de I’observation d’une diminution
de I’expression de [-arrestine dans les leucocytes de patients dépressifs, et d’une
augmentation aprés traitement antidépresseur (Avissar et al. 2004 , Matuzany-Ruban et al.
2005), nous avons postulé que I’expression de cette protéine était lice a la réponse au

traitement, et qu’elle pouvait ainsi potentiellement étre un biomarqueur de la réponse. Nous
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avons donc mis au point une étude de western blot développée au laboratoire sur des
¢chantillons de PBMCs (Mendez-David et al. 2013) afin de mesurer le niveau d’expression de

B-arrestine 1 dans ces échantillons.
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4 RESULTATS EXPERIMENTAUX

ARTICLE 1

Chronic corticosterone administration effects on emotionality in female
C57BL6 mice.

Mekiri et al., Article en révision (R2) dans Experimental and Clinical Psychopharmacology
(Manuscrit PHA-2016-0217R2)

ARTICLE 2

Treatment-resistant anxio-depressive like disorder in mice is associated
with altered neurogenesis and differential peripheral expression of 3-
arrestin 1 in mice

Mekiri et al., en preparation
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41 ARTICLE 1: Chronic corticosterone administration effects on
emotionality in female C57BL6 mice.

Maryam Mekiri, Alain M Gardier, Denis J David, Jean-Philippe Guilloux

Article en révision (R2) dans Experimental and Clinical Psychopharmacology (Manuscrit

PHA-2016-0217R2)
Question posée :

La modélisation d’un phénotype d’anxiété/dépression chez la souris par I’administration
chronique de corticostérone (modéle CORT), telle qu’elle a été définie chez le male peut-
elle étre adaptée chez la souris femelle. Est-ce que cette administration induit des

altérations de la neurogenese?
Résumé de I’étude

Si la dépression présente une prévalence double dans la population féminine, encore trop peu
d’études stratifient leur résultats cliniques ou précliniques en fonction du sexe (Howard et al.
2016). De plus, 70% des études précliniques en psychiatrie sont réalisées chez les animaux
males, et ce pourcentage augmente dans la recherche en psychopharmacologie (Beery et
Zucker, 2011). Si I’on retrouve de nombreuses publications sur le dimorphisme sexuel dans
les effets du stress aigu ou chronique, peu d’étude se sont intéressées aux effets d’une
administration chronique de corticostérone sur le comportement anxio-dépressif chez la
femelle. Si le modele CORT a démontré sa validité chez la souris C57BL6 male, nous
souhaitions développer ce modele chez la femelle permettant de générer un phénotype
d’anxiété/dépression stable et robuste afin de pouvoir étudier les phénomenes de réponse/non-

réponse et résistance au traitement antidépresseur.

Afin d’évaluer I’intensit¢ du phénotype anxio-dépressif, nous nous sommes basés sur
’utilisation de « I’emotionality score » (Guilloux et al., 2011), un outil mathématique qui
génere un score calculé apres une analyse des comportements de type anxio-dépressif évalués
dans 4 tests : le abyrinthe en croix surélevée (Elevated Plus Maze, EPM), le test de champ
ouvert (Open Field, OF), le test d’alimentation supprimée par la nouveauté¢ (Novelty

Suppressed Feeding, NSF) et le Splash Test.
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Articles

Dans la premicre cohorte, nous avons observé les effets d’une dose réponse de corticostérone
administrée dans I’eau de boisson (7, 35 et 70pug/ml, 4 semaines) sur le comportement anxio-
dépressif chez la souris femelle C57BL6. Comme chez la souris male, c’est la dose de
35ug/ml qui s’est révélée la plus efficace, cependant, la sévérité du phénotype était bien
inférieure a celle observée dans nos études précédentes chez le male. Afin de potentialiser les
effets de cette administration, nous avons testé différentes durées d’administration (8 et 12
semaines) dans de nouvelles cohortes de souris, et n’avons pu induire un phénotype anxio-

dépressif chez la femelle stable malgré des durées de traitement plus longues.

Des altérations de la neurogenese hippocampique adulte ayant été observées dans différents
modeles de stress et aprés administration chronique de corticostérone, nous avons évalué les
¢tapes de prolifération et survie cellulaire ainsi que de maturation neuronale dans
I’hippocampe. Nous avons pu mesurer une absence d’altération de la neurogenése chez la

souris femelle aprés administration chronique de corticostérone.
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Au cours de ce travail :

J’ai effectué le suivi des animaux incluant la préparation et I’administration du régime

chronique de corticostérone.

J’ai réalisé I’ensemble des tests comportementaux émotionnels, biochimiques, et
d’évaluation des stades d’estrus chez la femelle. J’ai également réalisé les expériences

d’immunohistochimie et de comptage des cellules sous microscope.

J’ai analysé les résultats et rédigé I’intégralité de 1’article sous la supervision du du Dr

Jean-Philippe Guilloux
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Abstract

Understanding the pathophysiology of affective disorders and their treatment relies on the
availability of experimental models that mimic aspects of the disease. Most of the studies on
depressive disorders are conducted with male rodents, mostly because including females in
protocols is more difficult. Indeed, there is a complex series of changes in the brain of females
due to estrous cycle, adding an important variability factor to the disease. However, twice as
much women as men have a life time diagnosis of major depressive disorder (MDD), so we need
to develop reliable female models of depression to improve our understanding of this disease.
Here, we describe the effects of chronic corticosterone administration (CORT) in female mice, a
procedure known to enhance behavioral emotionality in male mice. A dose-response study
showed that 4 weeks of CORT exposure at 35 ug/ml in the drinking water enhanced the
emotionality score of female mice, however with a very small size effect. Tests of longer duration
of treatment failed to potentiate the behavioral effects of CORT. As some steps of adult
hippocampal neurogenesis are known to be sensitive to chronic CORT exposure, cell proliferation
and survival as well as neuronal maturation in the dentate gyrus of the hippocampus analyses
revealed no effect of chronic CORT exposure in female mice. Overall, this study showed that
female C57BL6 mice are insensitive to chronic CORT as a way to model anxiety-depressive like

behavior.
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Public Significance Statements

Major depressive disorders impact more women than men, however >70% of preclinical
studies are performed in male animal models of the disease. We need to validate in females
protocols known to induce anxio-depressive like behavior in males. Test of chronic
corticosterone administration (a model for depression in males) in females revealed their less
sensitivity to this procedure. This emphasizes the need for appropriate models and
behavioral readouts allowing our study of female vulnerability to develop major depressive

disorders.
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1 Introduction

Sex differences in prevalence of major depressive disorder (MDD) have been well established,
with twice as much women as men having a life time diagnosis of MDD in both community and
clinical samples (Kessler et al., 1994). However, if some studies showed an obvious difference in
clinical manifestation of depression between men and women, others observed no major
differences (Kornstein, 1997). Thus, it remains unclear whether depressive symptoms differ
systematically between men and women.

Gaining insights into sex differences in the stress response may contribute to the improvement of
both diagnosis and treatment. However, despite the well-established sex-differentiated trend in
major depression, research in males still dominates both clinical and preclinical investigations
(Simpson & Kelly, 2012). To study the pathophysiology of depression and response to
antidepressant drug treatment, several preclinical models are available, however most of them
have been developed in male rodents (Blanchard, Griebel, & Blanchard, 1995). For example, in
the social defeat model, sex differences have been understudied, as female aggression levels are
low in most laboratory rodent species (Greenberg et al., 2013). In the unpredictable chronic mild
stress (UCMS) model, males and females are differentially affected, with effects of UCMS
showing strain and sex dependencies, but also test-dependent effects (Franceschelli, Herchick,
Thelen, Papadopoulou-Daifoti, & Pitychoutis, 2014; Mineur, Belzung, & Crusio, 2006). Emotional
behavior analyses using z-scoring methodology across behavioral tests showed a robust sexual
dimorphism in the vulnerability to develop high behavioral emotionality, and higher susceptibility
of C57BL6 female mice to UCMS (Guilloux, Seney, Edgar, & Sibille, 2011). The term of
emotionality in rodents has been proposed for the first time in 1934 (Hall, 1934) and is still a
matter of debate due to its anthropomorphic value. In rodents, it includes avoidance of a novel
environment, activity/behavioral inhibition in highly or moderately threatening situations, and
autonomic arousal (Toth & Zupan, 2007), which are dimensions covering anxiety-like and/or
depressive-like behavior. By definition, behavioral emotionality can fluctuate in response to
variable environmental and biological stimuli, and may manifest as different behaviors. In animal

models, it is classically reflected by altered behavior and is difficult to assess by a single-test
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paradigm (Ohl, Toschi, Wigger, Henniger, & Landgraf, 2001). Thus, use of emotionality z-scores
(Guilloux, et al., 2011) can capture this multimodal behavioral states observed in various
paradigms over several days of testing and across various neuroendocrine states.

Stress and depression behaviors are highly linked to the HPA axis and corticosterone excretion.
Differences have been mainly attributed to the ability of gonadal steroids and stress hormones to
regulate multiple aspects of behavioral, neuroendocrine, neurochemical, neuroimmune, and
neurogenetic processes in a sex-dependent manner (Franceschelli, et al., 2014). Estrous cycle is
thus widely recognized as influencing the behavior of female rodents, inducing a variability factor
(Palanza, 2001). For these main reasons, few studies include female mice in their protocols.
Here, we used a neuroendocrine mouse model of depression based on a chronic corticosterone
administration (David et al., 2009; Gourley et al., 2008). Chronic corticosterone (CORT)
administration has an effect in males on anxiety-depressive like symptoms (Rainer, Gardier, Hen,
& David, 2009), cognitive performances (Darcet et al., 2014) and sleep alterations (Le Dantec et
al., 2014). However, as other models, the CORT model has mainly been performed in male mice
and few data are available in females (Ardayfio & Kim, 2006; Guilloux, et al., 2011). The few data
available showed that female mice seems less vulnerable to exogenous CORT administration, at
least in the C57BL6 strain (Guilloux, et al., 2011).

Here, we hypothesize that chronic CORT exposure in female mice would induce similar
behavioral alteration as in males, however, not necessarily at the same dose or treatment
duration as those requested for males. As changes in some steps in adult hippocampal
neurogenesis have been observed in animal model of anxiety-depressive-like disorders, and
especially after chronic CORT exposure, we hypothesize that similar alterations would be

observable in female mice.
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2 Methods

2.1 Animals

Eight to 10-weeks old C57BL6/NTac female mice (Taconic Farms, Denmark) were maintained
under standard conditions (12/12h light/dark cycle, lights on at 6AM, 22 + 1°C, food and water ad
libitum, 5 mice/cage). All tests were conducted in compliance with the laboratory animal care
guidelines, with protocols approved by the Institutional Animal Care and Use Committee (CEE26

authorization 2012-099) and with the European directive 2010/63/EU.

2.2 Drugs and treatment

Corticosterone (CORT, free-base, 4-pregnen-11b-DIOL-3 20-DIONE 21-hemisuccinate from
Sigma-Aldrich (France) was dissolved in vehicle (0.45% hydroxypropyl-[1B-cyclodextrin (3-CD),
Sigma-Aldrich, France) and administered in the drinking water from the beginning of the study to

the sacrifice of the animals.

Cohort #1: Dose response study: Three doses of corticosterone (7, 35 and 70 pg/ml,
denominated CORT?, CORT?® and CORT"?) were tested in mice after 28 days of administration in

various behavioral tests (Supplementary Figure 1).

Cohort #2 and #3: Effect of various duration of treatment of CORT??: Corticosterone (35 pg/ml)
behavioral effects were tested in mice after 8 or 12 weeks of treatment in separated cohorts

(Supplementary Figure 1).

2.3 Behavioural analysis

For all behavioural and physiological measurements, experimenters were blind of treatment

administered to mice.

2.3.1 The elevated plus maze (EPM)
Behavior in the EPM was measured using a cross maze with two open and two closed arms

(30x5 cm arms). Entries ratio and time spent in the open arms during a 5 min test measured
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anxiety-related behaviors. The distance travelled in the maze was used as an index of locomotor

activity.

2.3.2 The open-field paradigm (OF)

Motor activity was quantified in Plexiglas OF boxes 43x43 cm (MED associates, Georgia, VT,
USA) during a 10-min session (Popa et al., 2010). The centre was defined as a 32x32-cm central
arena. Dependent measures were: total time spent in the centre and distance travelled in the
centre divided by total distance travelled. Overall motor activity was quantified as the total

distance travelled (cm).

2.3.3 The novelty-suppressed feeding test (NSF)

Animals were food-deprived for 24h prior to the test. Testing was performed in a 50x40x20 cm
box covered with bedding during a 6-min period (Santarelli et al., 2003). At the time of testing, a
single pellet of food was placed on a white paper platform at the centre of the box. The latency to
eating was timed. Immediately afterwards, the animal was transferred to its home cage and the
amount of food consumed during the subsequent 5 min was measured, serving as a control for

change in appetite as a possible confounding factor.

2.3.4 Splash Test

This test consisted in squirting a 10% sucrose solution on the mouse’s snout. This procedure
induces grooming behaviors, due to the viscosity and palatability of the sucrose (Ducottet &
Belzung, 2004). The grooming behavior is sensitive to chronic stress (Ducottet & Belzung, 2004)
or chronic corticosterone exposure and antidepressant treatment (Darcet, Gardier, David, &
Guilloux, 2016). Total time spent in different grooming behaviours (face, paws, hindquarter and

shoulders) was directly recorded during 5 min in the home cage of the animals.

2.3.5 Behavioral emotionality Measurement
Four behavioral tests (OF, EPM, NSF and Splash test) were used to measure components of
animal behavioral emotionality. Z-score methodology was used to investigate the potential of

combining results within and across the different behavior tests for depressive/anxious-like
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behaviors and investigate the treatment effects in the CORT model. The emotionality-related data
was normalized as previously described (Guilloux, et al., 2011). Briefly, z-scores are standardized
scores (by the group mean and group standard deviation). They indicate how many standard
deviations (o) an observation (X) is above or below the mean of a control group (n).

X—p
()

zZ =

Z-scores for behavioral measures were first averaged within test, and then across test for equal
weighting of the four tests comprising the final emotionality-score.

The increased behavioral emotionality was defined as decreased normalized OF center activity,
decreased activity in the open arms in the EPM, increased NSF latency and decreased grooming
in the splash test compared to control group means. The vehicle group was defined as the control.
Thus, the emotionality score is not based on a single consistent behavior, but rather by a set of

converging behavioral observations that together define a anxio-depressive phenotype.

2.3.6 Physiological response to treatment

Each week, animals were monitored for their weight and fur coat state. Mice exposed to
corticosterone display a progressive alteration of their fur coat state. This index was measured on
seven body parts of the mouse: head, neck, dorsal coat, ventral coat, tail, forepaws and hind
paws. For each body part, a score 0 was given for good state (smooth fur), a score 0.5 was given
for moderate degradation (fur with some spiky patches) and a score 1 for unkempt coat (bad fur).
The total score given for coat state is the sum of scores obtained from the seven body parts.

(Edgar, Touma, Palme, & Sibille, 2011).

2.4 Corticosterone Enzyme Immunoassay (EIA)

Mice were exposed to a forced swim for 10 min and then returned to their home cages. Blood
was collected from awake mice 30 min after the start of the stressor from the retro-orbital sinus
using a 5mm Lancet (Goldenrod, USA) (Golde, Gollobin, & Rodriguez, 2005). Blood was then
transferred to Eppendorf tubes pre-coated with 5 pl of 0.5 M K3-EDTA, placed on ice, and

immediately spun down to obtain plasma for subsequent EIA. Plasma was stored at -80°C until
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analysis. EIA was performed using a DetectX Corticosterone EIA Kit (#K014-H1, Arbor Assays).

2.5 Estrous cycle

Vaginal cytology was used to determine the stage of the estrus cycle after each behavioral test at
the end of the day. Briefly, the tip of a plastic pipette filled with 20 ul of NaCl 0.9% was gently
inserted into the vagina of the mice and flushed three times. The final flush was collected and
placed on a glass slide and the estrous cycle stage was determined microscopically by the types

and relative numbers of cells present (Caligioni, 2009; Goldman, Murr, & Cooper, 2007).

2.6 Immunohistochemistry

After anesthesia with ketamine and xylazine (100 mg/ml ketamine ; 20 mg/ml xylazine), mice
were perfused transcardially (cold saline for 2 min, followed by 4% cold paraformaldehyde at
4°C). The brains were then removed and cryoprotected in 30% sucrose and stored at 4°C. Serial
sections (35 uM) were cut through the entire hippocampus on a cryostat and stored in PBS with

0.1% NaNs.

2.6.1 Cell proliferation and survival

We monitored the effects of chronic corticosterone administration on cell proliferation and survival
in the dentate gyrus as both these steps of neurogenesis have been shown to be altered in
models of stress (Miller & Hen, 2015; Yun, Reynolds, Masiulis, & Eisch, 2016)

Proliferation study: Proliferation of newborn cells was monitored using Ki-67 immunohisto-
chemistry as described previously (Xia et al., 2012). Ki-67 is a nuclear protein expressed in all
phases of the cell cycle except the resting phase. It is expressed within the proliferative zone of
the dentate gyrus and it has been shown that its expression pattern mimicked that of BrdU when
examined soon after exogenous BrdU administration. Sections were washed in PBS, blocked
(PBS containing 0.3% Triton X-100 and 10% normal donkey serum (NDS)), and incubated with
primary antibody overnight at 4°C (Ki67 rabbit, 1:100, Vector, Burlingame, CA). Following washes

in PBS, sections were incubated with fluorescence-coupled rabbit secondary antibody (Jackson
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ImmunoResearch, Beckman, France). Stereological quantification of Ki-67 labeling was
performed using an Olympus BX51 microscope (Germany).

Survival study: Mice were administered with BrdU (150 mg/kg, i.p. dissolved in saline, twice a day
during 3 days) before the start of the corticosterone treatment. BrdU has been a principal marker
for mitotic cells in studies of adult neurogenesis, as it can be incorporated into DNA during the S-
phase of the mitotic process (Gratzner, 1982). Thus its observation several weeks after
administration allows the monitoring of survival of proliferating cells. For DAB staining, sections
were mounted on slides and boiled in citric acid (pH 6.0) for 5 min, rinsed with PBS, and treated
with 0.01% trypsin in Tris/CaCl2 for 10 min. Brain sections were incubated for 30 min with 2N HCI
and blocked with 5% NGS. Sections were then incubated overnight at room temperature with
anti-mouse BrdU (1:100). After washing with PBS, sections were incubated for 1 hr with
secondary antibody (1:200 biotinylated goat anti-mouse) followed by amplification with an avidin-
biotin complex. The staining was visualized with DAB. For the quantification of BrdU labeling, a

stereological procedure was used as previously described (Xia, et al., 2012).

2.6.2 Doublecortin (DCX) labelling for maturation index study

For doublecortin (DCX) staining, the procedure consisted of the following steps: 1 h incubation in
0.1 M TBS with 0.5% Triton X-100 and 10% NDS, followed by goat anti-DCX primary antibody
(1:100) in TBS/Tx/NDS for 24 h at 4°C. Biotinylated secondary donkey anti-goat antibody (1:500)
in TBS/NDS for 1 h at room temperature was used, followed by a 1 h amplification step using an

avidin-biotin complex (Vector). The immunohistochemistry protocol was adapted from David et

al., 2009 (David, et al., 2009). DCX-positive (DCX*) cells were subcategorized according to their
dendritic morphology: DCX* cells without and DCX* cells with tertiary (or higher order) dendrites.
The maturation index was defined as the ratio of DCX* cells possessing tertiary dendrites to the
total number of DCX* cells, highlighting the complexity of the dendritic arborization. This
procedure was performed as chronic stress has been shown to alter hippocampal neurogenesis
and neuronal maturation (Lussier et al., 2013). In the adult brain, DCX expression is retained

within areas of continuous neurogenesis, i.e. the hippocampus and the SVZ /olfactory bulb axis
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(J. P. Brown et al.,, 2003), and rarely expressed outside these regions (Nacher, Crespo, &

McEwen, 2001).

2.7 Statistical analysis

For all experiments, Student t-test or two-tailed one-way ANOVA was performed and results were
expressed as mean + SEM values. Estrous state was tested as a co-factor and, as no significant
effect was observed, this factor was removed for further analyses. Moreover, we observed a
similar proportion of mice in each phase of the estrous cycle after each behavioral analysis.

When a main effect was significant, treatment comparisons were analyzed using PLSD post-hoc
test. Complete description of statistics can be found in the Supplementals (Supplementary Table
1). When appropriate, Student ftests were used to determine statistical significance of planned
comparisons. Differences were considered significant when p<0.05. All analyses were conducted

using Graphpad Prism v.6.

3 Results

3.1 Dose-response effects of chronic corticosterone administration

The effect of 3 doses of corticosterone (7, 35 and 70 pug/ml) were assessed in the Open Field
(OF), in the Elevated Plus Maze (EPM), the Novelty Suppressed Feeding (NSF) and the splash

test (ST) paradigms.

In the EPM a one-way ANOVA on the time spent and the number of entries in the open arms,
revealed no significant effect of treatment factor (Figure 1A). In the OF, chronic exogenous
corticosterone had a significant marked effect on the time spent in the centre resulting in a

significant decrease (p<0.05 for CORT?, p<0.05 for CORT? and p<0.05 for CORT’?, Figure 1A).

In the Splash test, a one-way ANOVA on the grooming duration revealed no significant effect of
treatment factor (Figure 1A), but a planned comparison revealed a significant decrease in
grooming after CORT?3® administration (p<0.05). In the NSF, a one-way ANOVA showed also a

significant effect of CORT? to increase latency to eat the pellet (p<0.05). Analyses of test-specific
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z-scores (Figure 1B) indicated a significant effect of CORT3® on OF z-score, Splash Test Z-score
and NSF Z-score using one-way ANOVA or planned comparison. Finally, these values were
averaged to obtain a single emotionality score, describing the integrated output the whole
behavioral analysis (Figure 1C). Overall, the emotionality score shows that CORT?® showed the
highest efficacy to alter female emotional behavior (p<0.01). However the phenotype induced
after 4 weeks of corticosterone was of low intensity compared to those usually observed in males

(Edgar, et al., 2011; Guilloux, et al., 2011) (See also Supplementary Figure 2).

Physiological changes were also observed, as gain in weight was lower in CORT3-treated
animals, while an alteration in coat state was observed after either CORT3® or CORT? treatment
(Supplementary Figure 3A-B). We measured stress-induced (forced swim) elevation of
corticosterone plasmatic concentrations as a way to monitor HPA-axis reactivity (Supplementary
Figure 3C). While HPA-axis reactivity in CORT’-treated mice seemed similar to control mice,
CORT?® and CORT"? treated mice displayed decreased reactivity. All doses tested were well

tolerated by the animals.

3.2 Female mice are insensitive to chronic (8 or 12 weeks) administration

of corticosterone.

In order to confirm the relative efficacy of chronic corticosterone to induce higher behavioral
emotionality state in females, we tested various duration (8 and 12 weeks) of CORT®

administration in larger cohort of female mice.

In cohort#2, CORT?35 effects on emotional behavior were tested after 8 weeks of administration. A
t-test revealed no effect of CORT?®® treatment on behavioral emotionality (p=0.493, Figure 2A).
Analysis of emotionality score distribution did not reveal subgroup of animals showing high or low
susceptibility to chronic CORT, but rather a normal distribution of values, with highest proportion

of animals showing low values of emotionality score (-0.5 to 0.5, Figure 2B).

In cohort#3, CORT?35 effects were assessed after 12 weeks of administration. A t-test revealed no

effect of treatment (p=0.693, Figure 2C). Similarly, distribution of emotionality score revealed a
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normal distribution of values (Figure 2D). Detailed behavioral results are provided in

Supplemental Figure 4.

Physiological effects CORT3® administration confirmed the weight loss after 12 weeks of

treatment but no changes on fur coat was observed (Supplementary Figure 5).

3.3 Chronic CORT?® administration did not change adult hippocampal

heurogenesis

A neurogenesis study was carried out to assess cell proliferation and survival as well as neuronal
maturation in the dentate gyrus of the hippocampus after 12 weeks of CORT?? (Figure 3A-D). T-
test analyses revealed no significant effect of CORT3® on cell proliferation (p=0.12; Figure 3A),
cell survival (p=0.52; Figure 3B). Neuronal maturation was unchanged as revealed by similar
number of DCX* cells (p=0.35; Figure 3C), or of DCX* cells with tertiary dendrites (p=0.20;

Figure 3C) or values of neuronal maturation index (p=0.49; insert in Figure 3C).

4 Discussion

Chronic corticosterone administration is known to alter emotional behavior in males, as previously
observed in our lab (Darcet, et al., 2014; David, et al., 2009; Guilloux, et al., 2011; Le Dantec, et
al.,, 2014; Rainer, et al., 2009) or by others (Gourley, Kiraly, Howell, Olausson, & Taylor, 2008;
Kutiyanawalla, Terry, & Pillai, 2011; van Donkelaar et al., 2014; Wu et al., 2013; Zhang, Zhao, &
Wang, 2015; Zhao et al., 2008), while its administration in adolescent male mice seems to

attenuate depression-like behaviors (Xu et al., 2011).

Here, our study showed that chronic corticosterone administration in C57BL6/NTac females do
not robustly increase anxio/depressive-like behavior as reports showed in males. Our dose-
response study in the first cohort of females suggested that the dose of 35 pg/ml of CORT
displays the highest efficacy to alter female emotional behavior. Interestingly, the same dose
induces an anxio-depressive like phenotype in males (David, et al., 2009). However, the

phenotype induced after 4 weeks of CORT was of low intensity compared to what is usually
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observed in males, as observed by the low value of emotionality score obtained (z-score=0.45+/-
0.17) compared to what is observed in males (z-score = 0.7+/-0.09 in (Guilloux, et al., 2011) or
(Edgar, et al., 2011)). While CORT? dosage may be too low to induce an anxio-depressive-like
phenotype as it has been shown in male mice (David, et al., 2009), our finding that CORT"? was
ineffective was not expected, and suggests a U-shape effect of CORT on emotional behavior in
females. An inverted U-shape effect has often been proposed to characterize the dose-response
relationship between corticosterone levels and behavioral emotionality, based mostly on research
performed in male rodents (McEwen et al., 2015). However, this relationship is not systematic
(Joels, 2006), thus we may hypothesize that females developed a tolerance toward high dosages
of CORT. Additionally, our plasmatic corticosterone dosage after acute stressor confirmed the
lack of effect of CORT’ on this physiological response to stress, and no differences between

CORT?3% and CORT"°treated mice.

Thus, in order to potentiate the effects of CORT3?, we tested various duration of treatment in
additional cohorts with a larger number of animals. After extending the treatment duration to 8
weeks (cohort #2) or to 12 weeks (cohort #3), emotionality scores remained low, and even non
significantly different from vehicle-treated mice. We confirmed the smaller and variable effect size
of corticosterone exposure in female C57BL6 mice even after extending the treatment duration.
This is reflected by an overall less robust and stable anxious/depressive-like phenotype,
Additionally, our study used emotionality score analysis, based on clinical meta- analysis Z-score
principles, to obtain an individual and a group score helping in phenotyping animals’ behavior not
based on a solely task (Guilloux, et al., 2011). Here, emotionality score was calculated based on
data obtained from Open Field, Elevated Plus Maze, Novelty Suppressed Feeding and Splash
tests, which covers a large panel of distinct behaviours, that however all relate to behavioral

emotionality.

Few studies report the behavioural effects of chronic corticosterone exposure in females. These

studies differ in terms of species (rats in (Kalynchuk, Gregus, Boudreau, & Perrot-Sinal, 2004)) or
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mouse background (Swiss Webster background in (Ardayfio & Kim, 2006; Rosa et al., 2014)) and
CORT doses (35 ug/ml in drinking water in (Ardayfio & Kim, 2006), 20 mg/kg, p.o. in (Rosa, et al.,
2014), and 40 mg/kg in (Kalynchuk, et al., 2004)) used. All studies report increased emotional
behavior after CORT treatment, however Kalynchunk et al. (2004) also reported less vulnerability

to develop depressive-like behavior in female rats compared to males.

The various phases of the estrus cycle do not seem to participate in our results as a confounding
factor that may increase the variability of behavioral response to corticosterone. However,
decrease in behavioral indices of anxiety of female rats has been reported during proestrus and
estrus phases. Indeed, ovariectomized rats exhibit higher indices of anxiety than intact animals
(Mora, Dussaubat, & Diaz-Veliz, 1996; Zimmerberg & Farley, 1993). In addition, estradiol and
progesterone have anxiolytic-like effects in several experimental paradigms (Fernandez-Guasti &
Picazo, 1997). Interestingly, increased vulnerability of female mice to UCMS was partially
masculinized after exposure to neonatal testosterone exposure, suggesting a role for hormones
during development in this susceptibility (Seney, Walsh, Stolakis, & Sibille, 2012).

Furthermore, female gonadal hormones effects leading to a different response to exogenous
CORT administration may be due to their action toward anatomic or functional characteristics of
several neurotransmitter and neuromodulatory systems, including noradrenaline and serotonin
neurotransmissions (Blanchard, Shepherd, De Padua Carobrez, & Blanchard, 1991). These
differences in the brain, and the sexual dimorphism of the hippocampus (Kelly, Ostrowski, &
Wilson, 1999) may explain sex differences in behavior and brain functions.

There are complex interactions between temporary influences of fluctuating gonadal hormones
and the permanent influences of steroid hormones (Kelly, et al., 1999). Females have naturally
higher basal CORT levels in blood than males (Viau, 2002), and chronic CORT exposure in
female rats induces less disruption of normal circadian rhythms of CORT and no change in
adrenal weight compared to male rats (Young, 1998). Overall, this emphasizes that effects of
exogenous CORT administration may differ depending on the sex of animals, and that increasing

doses of CORT administered was ineffective in our study.
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Other animal models of anxiety/depressive-like behavior also showed sex differences. For
instance, impact of housing conditions appears to be more pronounced in females than in males.
Individual housing induces higher level of anxiety in females compared to males (Palanza, 2001),
associated with higher CORT levels (K. J. Brown & Grunberg, 1995), indicating that social
isolation of female produces behavioral changes resembling symptoms of anxiety-depressive like
disorders. Social defeat is notoriously known to induce a stressful phenotype only in male mice.
However, because females have lower levels of female-female aggression compared to males,
social defeat protocols in female mice or rats may need to be modify to allow the induction of an
anxio-depressive phenotype (Page, Opp, & Kozachik, 2016; Solomon, 2017). Some studies
suggest that social instability could be a more valid social stressor in females, compared to social
defeat in males (Haller, Fuchs, Halasz, & Makara, 1999; Herzog et al., 2009). In this regard,
Schmidt et al. proposed a model based on the creation of a instable social environment in a
group-housed setting, which induces physiological changes associated with stress-response
(Schmidt et al., 2010). Sex differences after chronic mild stress (CMS) procedures have been
often reported (see (Franceschelli, et al., 2014) for a review). Females’ greater sensitivity to CMS
seems to be dependent on the strain and also the test used to define altered emotional behavior
(Mineur, et al., 2006). One of the interest of this model is that differences in response to CMS
exposure allow the study of biological factors related to susceptibility or resilience to develop
altered emotionality. However, its use in psychopharmacological studies - where a large number
of animals displaying robust depressive-like behavior is needed to observe a treatment effect — is
hampered by its reproducibility and variability in behavioral responses. As pointed out by Kokras
and Dalla, findings from animal models do not match or explain the sex differences in various
aspects of psychiatric diseases in humans (Kokras & Dalla, 2014). Yet, while CMS is the most
appropriate protocol to induce anxiety-depressive-like behavior in females, new directions to
define robust female animal models of anxiety-depression may include combined behavioral
stressors associated with neuroendocrine- or inflammatory-based manipulations, in order to

generate larger cohorts of animals for psychotropic drug-response studies. Additionally,
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behavioral readouts of effects of stress in females may request different paradigm than those

classically used in males (Dalla et al., 2005).

Antidepressant action has been putatively associated with changes in adult hippocampal
neurogenesis (Airan et al., 2007; Santarelli, et al., 2003; Wang, David, Monckton, Battaglia, &
Hen, 2008). Increasing adult hippocampal neurogenesis promotes resilience to the effects of
CORT?® (Hill, Sahay, & Hen, 2015). However, not all antidepressant effects are related to
neurogenesis (David, et al., 2009; Mendez-David et al., 2014). While we cannot ruled out
changes in neurogenesis after 4 weeks of CORT35 (for which we observed a small increase in
behavioral emotionality), here, we found no changes in the various steps of adult hippocampal
neurogenesis after chronic (12 weeks) exposure to CORT?3% in females, associated with no anxio-
depressed phenotype. While direct comparison with males was not performed in this study, these
results contrasts with the changes observed in males in which increased behavioral emotionality
was associated with decreased cell proliferation in the dentate gyrus of the hippocampus after
chronic CORT35 (David, et al., 2009; Rainer et al., 2012). This neurogenic effect was also
observed after CMS procedures (Surget et al., 2008) or Social defeat for a short period (Lagace
et al., 2010). However, there is little evidence yet showing that altered neurogenesis can

precipitate anxio-depressive-like behavior in rodents, as well as in humans.

In summary, we showed, using a z-score methodology of animals’ emotionality analysis along
cohesive behavioral dimensions that chronic corticosterone is inefficient as a neuroendocrine
model to induce vulnerability to mood disorders in C57BL6 female mice. These results emphasize
the need for more robust and appropriate animal models, allowing the study of a pathology for

which women display a twice more vulnerability.
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6 Legends

Figure 1: Dose-response effect of chronic administration of corticosterone at 7, 35
and 70 pg/ml

(A) Raw data obtained from four independent behavioral tests performed in the same animal (OF,
EPM, NSF and Splash Test). Normalization of data using z-score method was performed for each
parameter as described in Methods using the control group as the baseline. (B) Test z-values
were then calculated by averaging individual z-scores, and (C) averaged to finally obtain
emotionality z-score. Data represent mean + S.E.M. (n=15/group). *p<0.05, **p<0.01 versus

vehicle group using One-Way ANOVA, #p<0.05 versus vehicle group using planned comparison.

Figure 2: Emotionality score of CORT®*-treated mice during 8 or 12 weeks.

Effects of various duration of treatment of CORT?3% on behavioral emotionality (A) Emotionality
score measurements after 8 weeks of CORT35 administration (n=15 and n=30 in the vehicle and
corticosterone-treated groups, respectively) (B) Emotionality score after a 12-weeks of CORT?3
administration. Data represent mean + S.E.M. (n=15 in the vehicle group and n=30 in the

corticosterone/treated group)

Figure 3: Administration of chronic CORT®* treatment on various steps of
neurogenesis.

Effect of 12 weeks of chronic corticosterone administration (35 ug/ml), (A) on cell proliferation,
measured as mean number of Ki-67* cells, (B) on cell survival, measured as mean number of
BrdU* cells and on (C) neuronal maturation measured as total number of DCX* cells and on the
DCX* cells with tertiary dendrites. (D) Representative illustrations of Ki67, BrdU and DCX
immunoreactivity (10x magnification) in the dentate gyrus of vehicle and CORT treated mice.

Data represent mean + S.E.M (n=5 mice per/group).
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Supplementary Table 1: Overall Statistical Results

Complete statistical summary analysis for behavioral and immunohistochemical data.

Supplementary Figure 1: Timeline of treatment protocols for cohort #1, cohort#2
and cohort#3

Protocols for a 4-week (A), 8-week (B) and 12-week (C) treatment with 7, 35 or 70 pg/mi
(A) or 35ug/ml (B-C) of corticosterone administration in female C57BL6/NTac mice.
EPM: Elevated Plus Maze, OF: Open Field, NSF: Novelty Suppressed Feeding, ST:

Splash Test.

Supplementary Figure 2: Effects of 4 or 8 weeks CORT?* administration on
behavioral emotionality in male C57BL6/NTac mice

Effects of a 4-week (A), 8-week (B), or 10-week (C) CORT> administration on
emotionality score in 8 weeks old C57BL6/NTac male mice. Emotionality score is
significantly increased after the corticosterone treatment in male mice after 4 weeks or 8
weeks (A, B: Mekiri et al., 2014: n=15 in the vehicle group and n=120 in the CORT-
treated group; C: Felice et al., 2015: n=15 in the vehicle or in the CORT-treated group)

Data represent mean + S.E.M. ***p<0.0001 versus vehicle group.

Supplementary Figure 3: Physiological effects of chronic CORT administration
and corticosterone concentration in the plasma

Effects of chronic corticosterone (7, 35 and 70ug/ml) on animals’ weight (A) and fur coat
state (B) was monitored during the whole period of administration in cohort #1. CORT
concentration was measured in the plasma after exposure to an acute stressor (C) and
was significantly lower in CORT** and CORT’ groups compared to vehicle group. No

difference between CORT’ group and vehicle group was observed. *p<0.05,
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**p<0.01, ***p<0.001 versus vehicle group (the color of symbols indicate which treated

group is significantly different from the vehicle group)

Supplementary Figure 4: Detailed behavioral results of the effects of CORT*
administration in cohort #2 and cohort #3 of female C57BL/6 mice.

Detailed data obtained from four independent behavioral tests performed in the same
animal (OF, EPM, NSF and Splash Test) after 8 weeks of treatment in the cohort #2
study ((A) n=15 animals in the vehicle group and n=30 in corticosterone-treated group)
and after 12 weeks of administration in the cohort #3 ((B) n=15 in the vehicle group and

n=30 in the corticosterone group). Data represent mean = S.E.M. *p<0.05 versus vehicle

group.

Supplementary Figure 5: Physiological effects of 8 or 12 weeks of chronic CORT*
administration.
Effects of chronic corticosterone (35 pg/ml) on animals’ weight (8 weeks: A, 12 weeks:

C) and fur coat state (8 weeks: B, 12 weeks: D). ***p<0.001 versus vehicle group.
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Cohort #2 : 8 weeks of corticosterone
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Articles

Commentaires sur Article 1 :

L’ensemble de ces résultats suggere que contrairement aux souris males, les souris femelles
ne présentent pas de vulnérabilité a développer un phénotype anxio-dépressif apres
administration chronique de corticostérone, quelles que soient les doses testées ou la durée du
traitement. Ces observations sont indépendantes d’un effet de I’estrus sur le comportement
anxio-dépressif. De plus, aucune altération de la neurogenése hippocampique n’a pu étre

observée dans ce modéle.

Ces résultats suggérent donc la difficult¢ d’adapter chez la souris femelle, un modele
neuroendocrinien d’anxiété/dépression chez le male, et la nécessit¢é de repenser la
méthodologie permettant d’induire un phénotype stable chez la femelle et les tests permettant

son évaluation.

La difficulté de mettre en place un modele d’anxiété/dépression stable chez la femelle nous a
amen¢ a focaliser la suite de notre travail uniquement chez le male, afin de pouvoir mettre en
¢évidence les phénoménes de non-réponse a un traitement antidépresseur dans un modéle

d’anxiété-dépression.
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4.2 ARTICLE 2: Treatment-resistant anxio-depressive like disorder in mice
is associated with altered neurogenesis and differential peripheral
expression of $-arrestin 1 in mice.

Maryam Mekiri, Lin Xia, Indira Mendez-David, Alain M Gardier, Denis J David, Jean-
Philippe Guilloux

Article en préparation

Question posée :

Peut-on modéliser chez la souris, la résistance au traitement antidépresseur, dans sa
définition clinique la plus répandue, i.e., I’absence de réponse a 2 stratégies
thérapeutiques de mécanisme d’action pharmacologique différents. Cette non-
réponse/résistance est-elle associce a des altérations de la neurogenese
hippocampique adulte ? Est-ce que D’expression de la B-arrestine 1, un marqueur
clinique de la réponse au traitement antidépresseur, permet de séparer les souris

répondeuses des souris résistantes a un traitement antidépresseur.

Résumé de I’étude

Si la dépression résistante est devenue un sujet de recherche d’actualité, que ce soit en
clinique ou en préclinique (Willner et Belzung, 2015), peu d’étude précliniques ne se sont
intéressées aux phénomenes de réponse/non réponse a un traitement dans des modeles
animaux d’anxiété/dépression. De plus aucune étude n’a évalué la résistance au traitement

antidépresseur, dans sa définition clinique, dans un modele animal d’anxiété dépression.

En nous basant sur le modeéle CORT (David et al., 2009) et sur des premicres observations
dans un test comportemental, le test d’alimentation supprimée par la nouveauté (Novelty
Suppressed Feeding, NSF, Samuels et al., 2011), nous avons test¢ les phénomeénes de
réponse/non-réponse a la fluoxétine (18mg/kg/j, 4 semaines). Afin d’évaluer I’intensité du
phénotype anxio-dépressif et la réponse au traitement antidépresseur, nous nous sommes
basés sur une analyse comportementale globale en utilisant « I’emotionality score » (Guilloux

et al., 2011), en utilisant les mémes observations comportementales que celles réalisés dans

I’Article 1.

Comme en clinique, on observe dans notre modele qu’environ 30% des animaux ne

présentent pas de réponse au traitement antidépresseur.
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Afin d’étudier la résistance au traitement antidépresseur, nous avons dans une large cohorte
de souris males, induit un phénotype anxio-dépressif par administration chronique de
corticosterone (35ug/ml, 4 semaines), puis séparé les animaux répondeurs et non-répondeurs
a la fluoxétine (18mg/kg/j, 4 semaines), et administrer un antidépresseur tricyclique,
I’imipramine (40mg/kg/j, 4 semaines) afin d’évaluer la résistance pharmacologique au

traitement. Ce protocole a été répété dans 2 cohortes afin de confirmer nos résultats.

A T’aide de ce protocole, nous avons pu mettre en évidence des phénoménes de résistance aux
antidépresseurs dans un modele d’anxiété dépression. La neurogenese hippocampique adulte
étant un processus participant a la réponse antidépressive (Santarelli et al., 2003, David et al.,
2009), nous avons évalué les étapes de prolifération et survie cellulaire ainsi que de
maturation neuronale dans I’hippocampe. Nous avons pu mesurer altération des étapes de
prolifération, survie et maturation neuronale chez les souris résistantes au traitement
antidépresseur en comparaison des souris répondeuses. Des études cliniques ont proposé que
I’expression périphérique, dans les PBMCS, de la protéine B-arrestine 1 pourrait constituer un
potentiel biomarqueur périphérique d’un état de type anxio/dépressif et de la réponse aux
antidépresseurs (Avissar et al., 2004). Les variations d’expression ont pu étre observées
¢galement dans le modele CORT et apreés administration d’antidépresseur (Mendez-David et
al., 2013, Mendez-David et al., 2015). Nous avons ici mesuré les variations de son expression

chez les souris répondeuses et résistantes au traitement antidépresseur.

Contribution personnelle :

Au cours de ce travail :

J’ai effectué le suivi des animaux incluant la préparation et I’administration du régime

chronique de corticostérone, ainsi que des traitements antidépresseurs.

J’ai réalisé I’ensemble des tests comportementaux émotionnels, de sélection des
animaux répondeurs/non-répondeurs et des extractions de PBMC. J’ai également
réalisé les expériences d’immunohistochimie, de comptage des cellules sous

microscope, et les expériences de western-blot.

J’ai analysé les résultats et rédigé I’intégralité de 1’article sous la supervision du du Dr

Jean-Philippe Guilloux
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Commentaires sur Article 2 :

L’ensemble de ces résultats suggere que 1’on peut établir un modele de dépression résistante
aux antidépresseurs chez la Souris. Nos résultats confirment que de maniére similaire a ce qui
est observé chez I’Homme, environ 30% des souris ne vont pas répondre a un premier
traitement antidépresseur. Nos résultats suggeérent ¢galement que la neurogenese
hippocampique est un facteur discriminant de la réponse au traitement, car les différentes

étapes sont altérées chez des souris résistantes en comparaison des souris répondeuses.

Nos résultats dans ce modele de réponse/résistance au traitement antidépresseur montre une
augmentation d’expression de B-arrestine 1 périphérique, dans les PBMCs, chez les souris
répondeuses en comparaison des résistantes au traitement et confirme 1’utilité de ce

biomarqueur de la réponse antidépressive.
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Abstract

Major depressive disorders are highly prevalent and disabiliting conditions and still suffer
from low rate of treatment response, as 60% of major depressive episodes do not respond
adequately to pharmacological treatment. Preclinical studies suggest that suppressing
neurogenesis impacts part of the effect of chronic antidepressant treatment. Yet, no studies
observed whether lack of antidepressant treatment response is associated with altered
neurogenesis. Furthermore, other studies showed that the expression of B-arrestins is
decreased in leukocytes of depressed patients and a study carried out in our lab showed
significantly reduced B-arrestin 1 levels in anxious/depressed mice and a restored B-arrestin 1
expression levels to normal levels with chronic fluoxetine treatment. Here, we measured
treatment response in a neuroendocrine mouse model of depression based on a chronic
corticosterone administration. Anxiety and depressive-like phenotypes (emotionality) as well
as physiological changes were monitored after corticosterone administration and after chronic
antidepressant treatment with fluoxetine and imipramine. Changes in behaviour were assessed
using several paradigms (elevated plus maze, open field, novelty suppressed feeding test and
splash test) and z-normalization across complementary measures of emotionality was
performed to calculate the emotionality score. Chronic corticosterone administration in male
mice increased the emotionality score as a reflect of an anxious/depressed phenotype in mice.
Subsequently, chronic fluoxetine administration decreased emotionality, however not in all
mice. Indeed, some mice showed no or low response to fluoxetine, with a rate similar to what
is observed in humans (=30%). Interestingly, mice showing lack of treatment response had
altered neurogenesis in the dentate gyrus of the hippocampus, with lower cell survival,
decreased neuronal maturation and dendritic arborisation compared to responders. To non-
responders animals, chronic imipramine was administered and we showed that some animals
(=4%) did not respond neither to fluoxetine nor to imipramine. Following one of the
definition of resistance to treatment, we characterized these animals as resistants. Resistant
mice have a lower cell survival and dendritic arborisation compared to non-responders, and
lower cell survival, cell proliferation and decreased neuronal maturation compared to
responders. Overall, our results support that altered response to chronic antidepressant
treatment is associated with altered hippocampal neurogenesis and with a decreased
expression of B-arrestin 1 in PBMC cells.

Keywords : fluoxetine, imipramine, treatment resistant depression, corticosterone,
neurogenesis, -arrestine
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Introduction

Depression is a major psychiatric disease, with a =17% lifetime prevalence (Kessler et al.
2005). Rates of response to initial pharmacotherapy can vary from 30 to 60% depending on
the studies while remission rates in the first step of the STAR*D study was =37% (Rush et al.
2008, Guilloux et al. 2012) about one-third of depressed patients show partial or no response
to treatment. Furthermore, treatment resistant depression (TRD) - as defined by the lack of
response to two consecutive and different antidepressant drugs prescribed at adequate dosages
and for adequate durations (Connolly and Thase 2011, Ruhe et al. 2012) - occurs in 20% to
30% of MD patients (Gaynes et al. 2008).

To provide potential advances in the treatment of TRD, a critical first step is to create useful
animal models with relevant phenotypic features to reveal treatment responsiveness. Despite
no genetic variants with high penetrance that cause depression or treatment resistance are
known yet (Hek et al. 2013, Li et al. 2016), most of the animal studies focused on the lack of
antidepressant treatment response in genetic models (Heurteaux et al. 2006, Guiard et al.
2008). While these studies may help to determine the roles played by receptors, transcription
or neurotrophin factors in treatment response, they may not fully explain the molecular and
cellular mechanisms that occur in non-response to antidepressant. Thus, we have to rely on
the different models based on chronic exposure to stressful experiences, pharmacological-
induced alteration of HPA-axis function, or sensory tract lesions such as in olfactory
bulbectomy. These models are well characterized for inducing behavioural states that present
depression-like signs and are responsive to chronic antidepressant treatment. Some studies
looked at the characteristics of non-response to antidepressant in such models, however the
behavioural criteria for selecting responders vs non-responders is often based on one
behavioural read-out such as sucrose consumption (Jayatissa et al. 2006, Bergstrom et al.
2007, Bisgaard et al. 2007). Insigrini et al. showed that adding a high fat diet in the UCMS
model blocked the effect of chronic fluoxetine administration, however, they did not try to
separate responders from non-responders animals to fluoxetine after UCMS alone (Isingrini et
al. 2010). Besides, as defined in clinic, resistance to antidepressant treatment is a lack of
response to two antidepressant drugs, and there is to our knowledge no research protocol that

reproduces this definition in an animal model.

Here, we looked at chronic antidepressant treatment non-response and resistance in a

neuroendocrine mouse model of depression based on a chronic corticosterone administration
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(David et al. 2009). Behavioral characterization of mice was done in multiple (but
complementary) behavioral tests aiming at assessing emotion-related behavior in mice: open-
field, elevated plus maze, novelty suppressed feeding and splash test. We did not assess the
altered behaviour and the treatment response based on a single consistent behavior, but rather
by a set of converging behavioral observations that together can define anxio-depressed
phenotype and treatment response (Guilloux et al. 2011). As part of the behavioural response
may be associated with increase in several steps of neurogenesis (David et al. 2009), we
hypothesized that responders would present differential neurogenic response compared to

non-responders and treatment-resistant mice.

Additionally, clinical (Avissar et al. 2004, Golan et al. 2010) and preclinical (Mendez-David
et al. 2013) studies suggest that B-arrestin levels in the peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) could be used as a biomarker of depression and antidepressant response. Here we
hypothesize that responder mice to antidepressant would show increased peripheral -arrestin

1 levels compared to non-responder and treatment-resistant mice.

Methods

Animals

Male C57BL6/Ntac mice (Taconic Farms; Denmark), 8 weeks old, were used for all
experiments. Mice were maintained under standard conditions (12/12 h light/dark cycle, lights
on at 7AM, 22+1°C, food and water ad libitum, 5 mice/cage). All behavioral testing occurred
during the light phase and were conducted in compliance with animal cares guidelines and
with protocols approved by the Institutional Animal Care and Use Committee (Protocol

2012#102, Commission Nationale de I'Expérimentation Animale).

Drugs and treatments

Corticosterone (4-pregnen-11b-diol-3 20-dione 21 hemisuccinate, CORT from Sigma-
Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) was dissolved in vehicle (0.45% hydroxypropyl-f-
cyclodextrin, B-CD from Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). Two different

protocols were carried out.

In the non-response study, 120 mice were separated in 2 groups: 20 mice of control group
were treated by vehicle and 100 mice were treated by corticosterone (35 pg/ml, equivalent to
5 mg/kg/day) in the drinking water during 4 weeks, before behavioral assessment (Figure

1A). Thereafter, corticosterone-treated mice were administrated with fluoxetine (18 mg/kg/d,
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dissolved in 0.45% B-cyclodextrin, CORT/FIx) while corticosterone treatment was continued

from the week 6 for 28 days, before a second behavioral assessment of the animals’ behavior.

In the resistance study, 15 mice of control group were treated by vehicle and 125 mice were
treated by corticosterone in the drinking water during 4 weeks, before a first behavioral
assessment (Figure 5). Thereafter, while a corticosterone-only treatment was continued for 15
mice, the 110 other mice were administrated with fluoxetine while corticosterone treatment
was continued from the week 6 for 28 days, before a second behavioral assessment of the
animals’ behavior. Finally, mice were either administered fluoxetine treatment, or switched to
a chronic imipramine treatment (40 mg/kg/d dissolved in 0.45% B-cyclodextrin, CORT/Imi)

from the week 12 for 28 days before the last behavioral assessment.

Physiological response to treatment

Each week, animals were monitored for their weight and fur coat state. For this latter, the
score corresponding to the state of the coat resulted from the sum of the score of five different
body parts: head, neck, dorsal/ventral coat, tail and fore-/hind paws. For each body area, a

score of 0 was given for a well-groomed coat and 2 for an unkempt coat (Edgar et al. 2011).

Behavioral Analysis

Behavior was assessed with paradigms commonly used in the literature to measure
components of emotionality: elevated plus-maze, open field, novelty suppressed feeding, and
the splash test. Tests were performed between 7AM and 6PM starting at the week 5 and the

week 10 and at least 2 days apart to minimize the impact of a previous test.
Elevated Plus Maze (EPM) test

Behavior in the EPM was measured using a cross maze with two open and two closed arms
(30 cm x 5 cm arms). Time spent in the open arms and ratio of entries into the open arms
(entries into open arms divided by total entries into any arm x 100) during a 5-min test
measured anxiety-related behaviors. The total number of arm entries was used as an index of

locomotor activity.
Open Field (OF) paradigm

The time and distance ratio spent in the center of a 43 cm % 43 cm open chamber (MED
associates, Georgia, VT, USA) were recorded for 30 min to evaluate anxiety-related

behaviors (center was defined as a 32 cm X 32 cm central arena). Here, we report time in the
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center of the open field and ratio of distance traveled in the center (distance traveled in the
center divided by the total distance traveled x 100). The total distance traveled was used as an

index of locomotor activity.
Novelty Suppressed Feeding (NSF) paradigm

As an index of emotionality, the latency to start eating a food pellet was monitored in food-
deprived animals in a brightly illuminated chamber (Guilloux et al. 2011). Briefly, mice were
food-deprived for 24 h prior to the test. Testing was performed in a 55x40x17 cm box
covered with bedding and illuminated by a 70-W lamp. Mice were tested individually by
placing them in the box for a period of 10 min. The latency to eat was timed. Immediately
afterwards, the animal was transferred to its home cage and the time to reach the pellet and
the amount of food consumed in the subsequent 5 min was measured, serving as a control for

change in appetite as a possible confounding factor.
Splash Test

This test consisted in squirting a 10% sucrose solution on the mouse’s snout. The grooming
duration was then recorded over a 5 min period in the home cage of the animal (Ducottet and

Belzung 2004).
Emotionality score

Z-score methodology was used to investigate the potential of combining results within and
across the different behavior tests for depressive/anxious-like behaviors and evaluate the
treatment response in the CORT model (Guilloux et al. 2011). The periphery distance, and the
number of entries in center of first 10 min in OF; the latency to feed in NSF; the time spent in
open arms and the ratio of entries number in open arms over total entries number in both open
arms and closed arms in EPM and grooming duration in Splash test were considered as
emotionality parameters. For each emotionality parameter, the Z-score value for individual

mouse was calculated the formula below:

this indicated how many standard deviation (o) an observation (X) is above or below the
mean of a control group. The emotionality-related data was normalized as previously

described (Guilloux et al. 2011), with the vehicle group was defined as the control. In each
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test, individual Z-score value was calculated respectively for CORT, CORT/FIx and
CORT/Imi groups using the means (n) and standard deviation (o) of the control group. The
increased emotionality was defined as decreased normalized OF center activity, increased
NSF latency, decreased open arms activity in EPM and decreased grooming in Splash test
compared to control group means. The finally individual emotionality score across the tests

and finally group emotionality score means were calculated.

We considered the corticosterone-treated mouse showing at least a 50% decrease in
emotionality score after antidepressant treatment compared to their performance before as a
responder to the treatment while the others with less than 20% of decrease in emotionality
score were non-responders. Mice that did not respond to fluoxetine and imipramine treatment
were considered as resistants. 7-8 mice of each group (responder, non-responder, resistant and

control group) were used for Immunohistochemistry and Western Blot.
Collection of mouse blood and isolation of peripheral blood mononuclear cells

Blood was collected from unanesthetized mice as previously described (Golde et al. 2005,
Joslin 2009). In compliance with the laboratory animal care guidelines, approximately 0.4 ml
of blood per mouse was collected in K;EDTA tubes with a sub-mandibular bleeding
procedure. Five millimeters point size sterile lancets (MediPoint, Mineola, NY, USA) were
used to puncture the location where the orbital vein and the sub-mandibular vein join to form
the jugular vein (Joslin 2009). A light pressure with dry gauze was applied to the punctured
area for hemostasis. Separation and extraction of PBMCs were performed using an iodixanol
mixer technique (Ford and Rickwood 1990). Mouse PBMCs were purified from whole blood
by density centrifugation (300 g at 20°C for 30 min) using solution B of the OptiPrep gradient
solution (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France). Specifically, the OptiPrep gradient
solution was used to separate blood into PBMC and plasma layers with centrifugation. The
PBMC layers were then carefully removed from the tube and transferred to a new 50 ml
conical tube. The PBMCs were then washed twice with solution B (1 min each). After another
centrifugation (150 g at 20°C for 7 min) and two washing steps (1 min each), mouse PBMCs
were recovered with a final centrifugation (1,000 g at 4°C for 5 min) and were stored at

—80°C.

Protein extraction from PBMCs
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Peripheral blood mononuclear cells were thawed and homogenized with cell lysis buffer
containing [20 mM Tris pH 7.4, 137 mM NaCl, 2 mM ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) pH 7.4, 1% Triton X-100, 25 mM B-glycerophosphate, 1 mM phenyl-methylsulfonyl
fluoride (PMSF), 10 pg/ml aprotinin, 10 pg/ml leupeptin, and 10 pg/ml pepstatin and 100 mM
orthovanadate], were incubated on ice for 20 min, were then subjected to centrifugation (130
g at 4°C for 20 min) Protein concentrations were quantified using a BCA Protein Assay Kit

(Pierce Biotechnology).

Western Blot

Equal amounts of proteins were separated by 10% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) and transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF)
membranes (Amersham Biosciences, Les Ulis, France). The membranes were then incubated
overnight with a primary mouse monoclonal anti-B-arrestin 1 antibody (#610551, BD
Biosciences Pharmingen, France; 1:100). In order to ensure that equal amounts of total
protein (30 pg) were loaded in each lane, B-actin protein levels were also assessed [B-actin
(C4) horseradish peroxidase (HRP), Santa Cruz Biotechnology, Germany, 1:10,000]. Immune
complexes were detected using appropriate peroxide-conjugated secondary antibodies and a
chemiluminescent reagent kit (Pierce Biotechnology). Immunoblot quantifications were
performed by densitometric scanning with Image Lab Software (Bio-Rad). Signals were in

the linear range. The densitometry values were normalized against the B-actin values.

Immunohistochemistry

After anesthesia with ketamine/xylazine (100 and 7 mg/kg, respectively), mice were perfused
transcardially (cold saline for 2 min, followed by 4% cold paraformaldehyde at 4°C). The
brains were then removed and cryoprotected in 30% sucrose and stored at 4°C. Serial sections
(35 uM) were cut through the entire hippocampus (plate 41-61; (Paxinos and Franklin 2013))
on a cryostat and stored in PBS with 0.1% NaN3 at 4 °C for immunohistochemistry studies.

Cell survival study: Mice were administered with BrdU (150 mg/kg, i.p. dissolved in saline,
twice a day during 3 days) at week 6, prior to the fluoxetine treatment. We then proceeded as
previously described (David et al. 2009). Brain sections were mounted on slides and boiled in
citric acid (pH 6.0), rinsed with PBS, and treated with 0.01% trypsin in Tris/CaCl2, then
incubated with 2N HCI and blocked with 5% NGS. Sections were then incubated overnight at

room temperature with anti-mouse BrdU (1:100). After washing with PBS, sections were
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incubated with secondary antibody (1:200 biotinylated goat anti-mouse) followed by
amplification with an avidinbiotin complex. The staining was visualized with DAB. BrdU-

positive cells were counted under Olympus BX51 microscope.

Cell proliferation: For Ki67 immunohistochemistry, floating sections were washed in PBS
buffer containing 0.3% TritonX-100, blocked and incubated with Ki67 primary antibody
(1/100, Vector Labs, Burlingame, USA) overnight at 4°C (Xia et al. 2012). The next day,
sections were washed in PBS and incubated with fluorescent-label-coupled secondary
antibodies for 2hr at room. Ki67-positive cells were counted under Olympus BXS5I

microscope with Cy3-fluorescent.

Maturation index study: For doublecortin staining, the procedure consisted of the following
steps (David et al. 2009). Sections were rinsed in TBS, treated with 1% H202 in TBS to
quench endogenous peroxidase activity, incubated in 10% normal donkey serum and 0.3%
Triton X- 100, and then incubated overnight at 4°C in primary antibody for DCX (goat;1:500;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). The secondary antibody was biotinylated
donkey anti-goat (1:500) (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) in TBS at room
temperature. Sections were developed using avidin-biotin complex (Vector, USA) and DAB
kit. DCX-positive (DCX") cells were subcategorized according to their dendritic morphology
(Wang et al. 2008): DCX" cells with no tertiary dendritic processes and DCX" cells with
tertiary or higher order dendrites. The maturation index was defined as the ratio of DCX" cells

possessing tertiary dendrites over the total DCX" cells.

Immunohistochemistry and confocal imaging for maturation study

Immunohistochemistry was performed in the following steps: 2 h incubation in 1:1
formamide/2xSSC at 65°C, 5 min rinse in 2xSSC, 30 min incubation in 2N HCI at 37°C, and
10 min rinse in 0.1 M boric acid, pH 8.5, 2h incubation in 0.1 M PBS with 0.3% Triton X-
100, and 5% normal donkey serum. Sections were then incubated overnight at 4°C in
primary antibodies for doublecortin (goat 1:500; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA),
bromodeoxyuridine (BrdU; rat; 1:100; Serotec, Oxford, UK) and neuronal- specific nuclear
protein (NeuN) (mouse; 1:500; Chemicon, Temecula, CA). Then fluorescent secondary
antibodies were used. All secondary antibodies were purchased from Jackson

ImmunoResearch (France). Approximately 6 sections per animal and 20-30 BrdU+ cells per

treatment group were analysed (n= 4-5 animals per conditions). Among the BrdUJr cells, the
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percentage of BrdU+/DCX+/NeuN_, BrdU /DCX /NeuN" and BrdU/DCX /NeuN" cells
were evaluated for each treatment group. All cell counting for triple-stained sections were

done using a Zeiss LSM 510 confocal microscope (X63 magnification).

Data analysis

Results from data analyses were expressed as mean + SEM. Data were analyzed using
GraphPad Prism software. For all experiments, Student t-test or one-way ANOVA with or
without repeated-measure were applied to the data as appropriate. Significant main effects
and/or interactions were followed by Fisher’s PLSD post hoc ANOVAs analysis or post hoc

unpaired t-tests as appropriate.

Results

Non-response study

Behavioral analysis confirmed increased emotionality in the CORT model

We used emotionality score in the CORT model to allow selection of mice for which altered
behavior was not observed specifically in one test, but in several paradigms. Results from
independent tests were as follows: in the OF and the EPM, corticosterone administration did
not affect time and relative distance traveled in the centre of the OF (Figure 1A); in the NSF,
CORT-treated mice displayed increased latencies to eat the pellet (p<0.001; Figure 1A); in
the Splash Test, CORT-treated animals present a decreased grooming duration (p<0.001;
Figure 1A). Z-score normalization was performed within the respective behavioral
parameters, hence transforming absolute values to numbers of standard deviations from the
control means (Figure 1B). We then averaged these normalized behavioral parameter z-
scores to obtain a single value per mouse and per behavioral test (Figure 1C). Analyses of
test-specific z-scores indicated a significant effect of corticosterone on NSF and Splash Test
(p<0.001, Figure 1C), with CORT-treated mice displaying higher z-score values than
controls. Finally, these values were averaged to obtain a single “emotionality score” for each
mouse, describing the integrated output of that experiment (Figure 1D). Here, the analysis of
the combined normalized measures of emotionality resulted in augmented statistical

significance of the corticosterone main effect (p<0.001).
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In summary, we showed that CORT-treated mice treated have a higher emotionality score

than the control mice and thus developed an anxious/depressive-like phenotype.

Antidepressant reversal of elevated emotionality scores

We then studied the reversal effects of chronic fluoxetine administration in mice with altered
behavior induced by CORT. Figure 2A represents the color-coded score of each of the mice
before and after fluoxetine treatment. As mentioned previously, most of the CORT-treated
mice displayed high emotionality scores (red), while emotionality values in control mice
showed a normal distribution (from blue to red). Chronic fluoxetine treatment induced a
global decrease in emotionality score compared to the value measured at week 6 (Figure 2B),
however not in all animals. As mentioned in the methods section (see section 0), our criterion
for considering a mouse as responding to fluoxetine treatment was a 50% decrease in the
initial value of the emotionality score obtained at week 6, after corticosterone treatment. Thus,
32% of the CORT-treated mice responded to chronic fluoxetine treatment using this criterion
and showed a 50% decrease in emotionality (Figure 2B, green bar), while 42% showed an
intermediate response (i.e., a decrease lower than 50% in the z-score value, not shown).
Interestingly, some responder-mice still displayed an elevated emotionality, indicating that
despite their higher anxious-depressive-like state, they were responding to the treatment
(Figure 2A). A less than 20% decrease or an increase in the individual emotionality score
value of a mouse was considered as a criterion of non-response to chronic fluoxetine
administration. Here, 26% of the mice displayed no response to treatment or even an

alteration of their phenotype (Figure 2B, blue bar).

Differential response to treatment is associated with variation in neurogenesis.

We investigated the various stages of hippocampal neurogenesis to observe if differences in
either proliferation, survival or neuronal maturation of cells after fluoxetine administration

were associated with differential treatment response of the mice.

For cell proliferation, a one-way ANOVA revealed no differences between groups
(F2.2,=2.58, p=0.098, Figure 3A-D), however, we observed a higher number of cells in
responders compared to vehicles (planned comparison, p<0.05, Figure 3D), but no difference

between responders and non-responders (p=0.20).

A one-way ANOVA performed on cell survival by exploring the number of BrdU-positive

cells in the dentate gyrus showed a differential response depending on the group (F,20=4.64,
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p=0.022, Figure 3-E-H). No difference between vehicle and fluoxetine-treated mice was
observed whether they were responders (p=0.26) or non-responders (p=0.091). However,
number of BrdU+ cells is significantly higher in responder mice than in non-responders

(p=0.0067, Figure 3H).

Finally, neuronal maturation was assessed using DCX immunohistochemistry. Total number
of DCX" cells and number of DCX+ neurons with tertiary dendrites were counted. A one-way
ANOVA confirmed the differences observed between groups in terms of total DCX" cells
(F2,19=15.72, p<0.0001, Figure 3I-L) but also on the number of DCX" cells with tertiary
dendrites (F,19=17.11, p<0.0001, Figure 3L). Chronic fluoxetine administration strongly
increased the total number of DCX+ cells in the dentate gyrus in both responders and non-
responders mice (p<0.0001 and p<0.05, respectively), with a greater increase in responders
(compared to vehicle treated animals: 150 and 63% in responders and non-responders,
respectively). Chronic fluoxetine increase more specifically the number of DCX+ cells with
tertiary dendrites in responder animals compared to vehicle treated mice (p<0.0001) or to
non-responder mice (p<0.001). Number of DCX+ cells with tertiary dendrites were also
higher in non-responder mice, showing a trend for significance compared to the vehicle

treated group (p=0.065).

The maturation index, which reflects the percentage of maturing neurons that develops
complex arborization was also >40% higher in responder mice compared to vehicle-treated
mice or non-responding mice (p<0.001 and p=0.29, respectively, Figure 3M). As previously
shown, this index of maturation closely correlate to behavioral results in neurogenesis-
dependent tasks such as the novelty suppressed feeding, where the latency to feed inversely
correlates with the maturation index in fluoxetine-treated animals (R=0.77, p<0.01, Figure

3N)

These observations showed that not only chronic fluoxetine treatment stimulates cell
proliferation and neuronal maturation in the dentate gyrus of the hippocampus of adult male
mice, but that effects of fluoxetine are greater in responder mice, and confirms the correlation

between effects of fluoxetine on neuronal maturation and behavioral response in the NSF.

Physiological response to treatments
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As previously observed, chronic corticosterone treatment induces a significant increase in the
weight of the animals (p<0.01, Figure 4A) and in the state of the fur coat of mice (p<0.001,
Figure 4B).

After a 4-weeks treatment with fluoxetine, this increase was still statistically significant
compared to vehicle treated animals (p<0.001, Figure 4C), with no difference between
responders vs non responders to fluoxetine treatment. Fluoxetine treatment did not reverse the
corticosterone-induced alteration in fur coat state, independently to response to treatment

(Figure 4D).
Resistance study

Corticosterone-treated mice display resistance to two antidepressant treatments

We then studied the effects of two consecutive antidepressant treatments (fluoxetine and
imipramine) in mice with altered behavior induced by corticosterone treatment (Figure 5A).
We first administered chronic fluoxetine to mice previously treated by corticosterone and
emotionality scores were calculated. Chronic fluoxetine treatment induced a global decrease
in emotionality score compared to the value measured at week 6 (Figure SB) and as
previously observed in the non-response study, we observed responder mice (43%) and non-
responder mice (26%). Then animals were administered either a chronic imipramine treatment
or fluoxetine treatment for 28 more days. For mice that did respond to the first fluoxetine
treatment, we evaluated if the response was maintained (M) or non-maintained (NM) (Figure
5C and 5D). No change or a decrease of the emotionality score was considered as a
maintained antidepressant response, while an increase in its value was considered as non-
maintained antidepressant response. Response was maintained for 6% of the animals treated
by imipramine, and for 4% of the animals treated by fluoxetine. It was non-maintained for
12% of the animals treated by imipramine and for 10% of the animals treated by fluoxetine. 4
% of the animals did not respond to fluoxetine and to imipramine and were considered as

resistant mice (Figure 5E).

Differential response to treatment is associated with variation in neurogenesis.

As for the non-response study, we investigated the various stages of hippocampal
neurogenesis to observe if differences in either proliferation, survival or neuronal maturation
of cells after the different treatments were associated with differential treatment response of

the animals (Figure 6A-H).
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For cell proliferation, a one-way ANOVA revealed a difference between responders and non-
responders (Fsss=1.65, p<0.05, Figure 6A, C), however, we observed no difference between

the responders group and the resistants group (p=0.064).

A one-way ANOVA performed on cell survival by exploring the number of BrdU-positive
cells in the dentate gyrus showed a differential response depending on the group (Fs s3=72.23,
Figure 6B, D). A difference between CORT mice and responder mice was observed
(p<0.0001). We also observed a significant difference between responder mice and non-
responder mice (p<0.0001), and between responder and resistant mice (p<0.0001). Number of

BrdU+ cells was significantly higher in responder than in non-responder or resistant mice.

Finally, we assessed neuronal maturation status depending on the response to antidepressant.
A one-way ANOVA confirmed the differences observed between groups in terms of total
DCX" cells (Fs41=4.78, Figure 6E, F): between responder and non-responder mice (p<0.001)
and between responders and resistant mice (p<0.01). A difference on the number of DCX"
cells with tertiary dendrites (Fi20=54.29, Figure 6G): between responders and non-
responders (p<0.0001) and between responder and resistant mice (p<0.0001) was observed.
Chronic antidepressant administration strongly increased the total number of DCX" cells in
the dentate gyrus in responders (75% compared to vehicle treated animals; p<0.01, Figure
6F) but not in non-responders and resistant animals. Chronic treatment increases more

specifically the number of DCX" cells with tertiary dendrites in responder animals compared
P y ry p

to vehicle treated mice (363%; p<0.0001).

The maturation index was also 113% higher in responder animals compared to vehicle-treated
mice (Fs54;=524.8, p<0.0001, Figure 6H). Besides, differences in the maturation index
between responder and non-responder (p<0.0001), between responder and resistant
(p<0.0001) and between non-responder and resistant mice (p<0.0001) were observed. Non-

responder mice displayed higher maturation index compared to resistant mice (p<0.0001).

These observations showed that effects of fluoxetine and imipramine treatment are greater in
responder mice compared to non-responders. It appears also that the maturation index is

higher in non-responder than in resistant mice.

The maturation of newborn neurons is increased in responders compared to resistants
(BrdU"/NeunN") (p<0.05, Figure 6I). The numbers of BrdU" cells, which likely represents

astrocytes, did not change across responders and resistants (p=0.11).
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Resistance to treatment is associated with decreased [-arrestinl levels in PBMCs

We investigated the peripheral (PBMCs) expression of the [-arrestinl in the PBMCs
depending in the treatment response (Figure 7). A one-way ANOVA revealed a significantly
higher expression of peripheral B-arrestinl in responder compared to vehicle-treated mice
(F320 = 27.3; +320%; p<0.0001) and a difference between responder and resistant mice
(p<0.0001). Resistant mice have approximately the same levels of expression that CORT-
treated mice in the PBMCs.

DISCUSSION

One of the major inconvenient of antidepressant treatments is that more of half of the patients
do not respond to treatment and do not show a clinical improvement of their depressive state
after treatment. (Gaynes et al. 2008, Guilloux et al. 2012). Mechanisms of this resistance to
treatment is not yet fully understood. As a consequence, animal models are necessary for a
better understanding of the cellular mechanisms that underlie major depressive disorder. Here,
we report that non-response to chronic antidepressant treatment can be observed in a
neuroendocrine-based animal model of anxiety/depression in males, with similar rates to what
is observed in humans (~30%) and that this lack of response is associated with altered

neurogenesis in the dentate gyrus of the hippocampus.

Several animal models of TRD have been proposed. As proposed by Willner and Belzung,
valid preclinical model of depression should: 1) be vulnerable to stress 2) show a decreased
response to conventional antidepressant treatments and 3) ideally respond to new therapeutics

used for TRD (Willner and Belzung 2015).

Different approaches have been used to model TRD. For example, chronic ACTH treatment
has been shown to alter imipramine response in the FST and proposed to induce treatment-
resistance (Walker et al. 2013). Chronic high fat diet in the UCMS model has also been
shown to induce fluoxetine resistance in mice (Isingrini et al. 2010). However, most of the
preclinical studies showing lack of antidepressant treatment response have been performed in
genetically engineered models. For instance, models in which BDNF expression has been
altered have shown partial response to antidepressant in behavioral paradigms (Adachi et al.
2008) or neurochemical response (Deltheil et al. 2008). However, there are some limitations
to these models. Indeed, non-response and resistance to treatment are heterogeneous

processes and various causes may lead to develop resistance to antidepressant treatment. As a
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consequence, it is hard to represent all the aspects of TRD in a single model. Additionally, the
definition of treatment resistance in preclinical studies is as diverse as in clinic. While
numerous clinical studies defined resistance differently based on the duration of the illness,
use of augmentation strategies or extent of treatment (Souery et al., 1999; Sackeim, 2001;
Fagiolini and Kupfer, 2003). The simplest and most widely used definition of resistance is
when a current episode of depression has not benefited from at least 2 adequate trials (i.e.
appropriate dose, duration and extent) of different classes of antidepressants (Ananth, 1998;
Rush et al., 2003; Keller, 2005). Furthermore, this definition benefits from the strong support
brought by the STAR*D study, where response rates after failure to 2 antidepressant
strategies dramatically decrease (Ruhé et al., 2006; Rush et al., 2006). Unfortunately, yet no

preclinical studies used either of these strategies to model TRD in mice.

Another limitation that we can highlight is the fact that most of the protocols used in
preclinical studies of TRD are short-term protocols, where animals are tested after an acute or
a short-term administration of treatment (Lopez-Rubalcava and Lucki 2000, Cryan et al.
2004). Moreover, classification of responder vs non-responder animals to antidepressant is
often based on one single behavioural — i.e., mostly the forced swimming test - and thus do
not capture the complexity of emotional behavior response. Instead, antidepressant treatment
resistance involves a long-term process, where several therapeutic trials were tested and
failed. Thus, it appears that current published studies may not be fully relevant in terms of

understanding of TRD mechanisms.

Here, our aim was to mimic the clinical and progressive pathogenesis of TRD. After inducing
an anxio-depressed like phenotype in male C57BL6 mice using a chronic corticosterone
administration, 30% of the animals were non-responders to an initial fluoxetine treatment.
Interestingly, the percentage of mice non-responding to chronic fluoxetine was in the range of
those observed in clinical practice (Guilloux et al., 2012, Rush et al., 2008). In the resistance
study, fluoxetine-treated mice were either maintained under the same condition of treatment
or switched to chronic imipramine administration. 4% of the mice were resistant to fluoxetine
and imipramine and no significant response improvement was observed when animals were
switched to imipramine compared to pursuing chronic fluoxetine. In the common practice,
switching treatment is the most used strategy by psychiatrists. However, there is no clear
evidence in the literature that switching treatment is an effective strategy for TRD and our

results tend to confirm this observation (Nelson 2003). Recently, a study showed that
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switching from an SSRI or SNRI to vortioxetine may increase therapeutic response and

symptom remission (Montgomery et al. 2014).

Lack of neurogenesis has been historically associated with altered response to treatment.
Indeed, in the first papers associating neurogenesis to antidepressant response, Santarelli et al.
showed that ablation of neurogenesis using X-rays was able to block response to various
antidepressants (Santarelli et al. 2003). This hypothesis has been refined in various animal
models (Holick et al. 2008), genetic modification (Jedynak et al. 2014, Hill et al. 2015) or
using comprehensive battery of behavioral tasks allowing to dissect which behavioral task
would allow to reveal the neurogenesis-dependent effect of antidepressant (David et al. 2009).
Here, we show that that the lack of response to fluoxetine alone or fluoxetine/imipramine is
associated with altered neurogenesis. Yet, the biological mechanisms that leads to this disrupt
neurogenesis are unknown. While the role of neurogenesis is not the primary pathology
leading to an anxio-depressive phenotype (Sahay et al. 2011), our series of experiments
confirms that complete remission requires an improved neurogenesis. Interestingly,
responders display a higher index maturation that non-responders and non-responders
displayed a higher maturation index than resistant mice. This data suggest a direct relationship
between the maturation index and the response to the treatment. Dendritic arborization has
important functional implications in determining what signals a neuron receives and how
signals coming from individual synapses are integrated (Segev and London 2000, Gulledge et
al. 2005). Besides, animal studies reveal that prolonged stress can induce the shrinkage of
hippocampal dendritic fields, dendritic regression and loss of dendritic spines (Wood et al.
2004, Chen et al. 2008). Yet, what remained to be explored is the biological mechanisms
associated with hippocampal neurogenesis underpinning treatment response vs resistance.
One hypothesis suggested by Surget et al., 2011 is that antidepressant-induced neurogenesis
participate in restoration of the HPA axis negative feedback (Surget et al. 2011). Indeed,
clinical data showed that improvement of HPA axis functioning is associated with remission
and decreased risk of relapse (Holsboer-Trachsler et al. 1991, Kunugi et al. 2006). The
mechanisms by which some animals/patients display non-response/resistance remains to be

discovered.

Finally, we took advantage of this resistance model to research TRD biomarkers. Here, we
focused on the peripheral expression of the B-arrestin 1 protein to study its reliability as a

potential biomarker for treatment response. (3-arrestin 1 levels in PBMCs have been shown to
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be decreased in depressed patients and corrected after monoaminergic antidepressant
treatment (Avissar et al. 2004, Golan et al. 2010). In our model, we confirmed clinical
observations of these variations in peripheral B-arrestin 1 levels depending on treatment
response. However, anxio-depressive like phenotype was not associated with decrease in [3-
arrestin 1 levels as observed in clinic. Thus, these data also differ from previous observations
published by our team showing a decrease in peripheral B-arrestin 1 levels after chronic
corticosterone exposure (Mendez-David et al. 2013). This may be due to the duration of

CORT exposure that differ between studies.
Limitations of the study

As all preclinical studies, ours have some limitations that it is important to highlight. First, the
duration of the protocol is long, and requires a lot of animals to include and several behavioral
testing/retesting. As a consequence, the number of animals qualified as “treatment-resistant”
is of small amplitude. However, we overcome this by repeating this protocol in an additional
cohort that generates similar amounts of responder, non-responder and treatment resistant

mice.

The mouse CORT model is a chronic exposure method optimized for use in modeling the
persistent anxiety/depression-like state in rodents. However, it does not fully replicate the
core pathology of MDD, as animals in this model are not facing environmental stressors, or
the greater female susceptibility observed in the disease (Guilloux et al., 2011, Mekiri et al.,
2017). Although, in this type of long protocol, it benefits from its reliability and repeatability
compared to stress-based models of depression. Indeed, we observed that >85% of mice
displayed higher emotionality after chronic CORT exposure, which allows then to study
antidepressant response or resistance, which would not be feasible using UCMS or Learned

Helplessness models.

While multiple testing at several time points during a protocol can impact the behaviour of
our animals, the use of emotionality scores diminishes this impact of test/retest in group
comparison. Another criticism of this study may be the pharmacological definitions of
response, non-response and resistance, that may not fully correspond to the clinic reality.
However, the use of these stringent threshold to define responders vs. resistant animals helped

in separating these two populations.
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Overall, we developed a model that display construct and predictive validity for treatment
resistant depression, for which peripheral biomarkers of treatment response in clinics
displayed similar directional changes. A full validation of this model would be to test whether
these treatment-resistant mice may benefit from acute ketamine administration or electro-
convulsive seizures which are reference treatment in this pathology [Kellner, 2012 #52;
Murrough, 2013 #51]. The yet unanswered question is the hippocampal cellular events that
are responsible for this lower cell survival, cell proliferation and altered maturation of

neurons.
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Figure 1: Administration of chronic corticosterone at 35 pg/ml induced an increase of the global
emotionality score (A) Raw data obtained from four independent behavioral tests performed in the same animal
(OF, EPM, NSF and Splash Test; n =15 animals/ control group and n=125 in the corticosterone-treated group).
Normalization of data using z-score method was performed for each parameter as described using the control
group as the baseline. And (B) test z-values were then calculated by averaging individual z-scores, and (C)
averaged to obtain a z-score per test. (D) Finally, these values were averaged to obtained a global emotionality
score. Data represent mean + S.E.M. (n =15/ control group and n=125/CORT group). A-D: ***p<0.001 versus
vehicle group
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Figure 2: Administration of chronic fluoxetine reversed the anxio-depressive phenotype of
approximatively 30% of the mice. (A) Each square represents the anxio-depressive state of a mice, a red colour
stand for a high emotionality score while a blue colour stand for a low emotionality score. Mice that responded
to fluoxetine are represented by a green colour. (B) Global emotionality score decreased significantly after a
chronic fluoxetine treatment. 2 groups could be separated based on the evolution of the emotionality score (see
Methods): a group with a drop decrease of the emotionality score, approximatively 30% of the animals
(responders) and another group with no significant changes compared to corticosterone animals from the
previous study (non-responders). Data represent mean £ S.E.M. (n =15/ control group and n=110/fluoxetine-
treated group). A—D: *p<0.05 versus vehicle group; ***p<0.001 versus vehicle group; “*p<0.001 responders
versus non-responders.
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Figure 3: Administration of chronic fluoxetine induced an increased cell proliferation and maturation and
an increased cell survival and neuronal maturation in responders compared to non-responders Data
obtained from an immunochemistry study. (A-D) Effect of chronic treatment with fluoxetine, starting after 4
weeks of corticosterone (35 pg/ml), on cell proliferation. Cell number is measured as mean number of Ki-67+
cells. (E-H) Effect of chronic fluoxetine on cell survival. Cell number is measured as mean number of BrdU-
positive cells (I-M) Effect of chronic treatment with fluoxetine on total number of doublecortine-positive
(DCX+) cells and on the DCX+ cells with tertiary dendrites. (N) Positive inverse correlation of maturation index
with latency in the NSF test, a neurogenesis dependent test. Data represent percentage of variation compared to
controls £ S.E.M (n=7 in the control group and n=8 in the responders and the non-responders group) *p<0.05;
#%%p<0.001 versus vehicle group; “p<0.05 responders versus non-responders ; “p<0.01 responders versus non-
responders; “p<0.001 responders versus non-responders
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Figure 4: Weight gain and fur coat state in CORT, responders and non-responders to fluoxetine.
(A) We observed that chronic corticosterone treatment induces a significant increase in the weight of
the animals and (B) in the state of the fur coat of mice. (C) After a 4-weeks treatment with fluoxetine,
this increase was still statistically significant compared to vehicle treated animals, with no difference
between responders vs non responders to fluoxetine treatment. (D) Fluoxetine treatment did not
reverse the corticosterone-induced alteration in fur coat state, independently to response to treatment.
**p<0.01 and ***p<0.001 versus vehicle group
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Figure 5: Emotionality score evolution in CORT-treated animals after fluoxetine and/or imipramine
administration. (A) Emotionality score was calculated after administration of a 4-weeks corticosterone
treatment. We observed a significant increase of the score in the CORT mice compared to controls. (B) Z-score
was then calculated after a chronic fluoxetine treatment and we observed 2 groups: responders and non-
responders. Non-responders represented approximately 26% of the animals. Finally, emotionality score was
calculated after a 12-week fluoxetine treatment in responders (D) and non-responders (F), and after a 4-weeks
imipramine treatment in responders (C) and non-responders (E). 4% of the total mice were resistant to treatment,
that is not responders to either fluoxetine nor imipramine. Data represent mean + S.E.M ****p<0.0001 versus
vehicle group; “p<0.05 responders versus non-responders; “p<0.01 responders versus non-responders;
"5<0.001 responders versus non-responders; $$$$p<0.0001 CORT vs fluoxetine group
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Figure 6: Antidepressant-treatment responders display increased neurogenesis compared to non-
responders and treatment resistant mice. (A-B) Effect of chronic treatment with fluoxetine and imipramine,
starting after 4 weeks of corticosterone (35 pg/ml), on cell proliferation. Cell number is measured as mean
number of Ki-67-positive cells. (C-D) Effect of chronic fluoxetine and imipramine on cell survival. Cell number
is measured as mean number of BrdU-positive cells (E-F) Effect of chronic treatment with fluoxetine on total
number of doublecortine-positive (DCX+) cells and on the DCX+ cells with tertiary dendrites. Data represent
percentage of variation compared to controls + S.E.M (n=5 in the control group, n=5 in the CORT group, n=14
in the responders group, n=16 in the non-responders group and n=4 in the resistant group) ****p<0.0001 versus
vehicle group; “p<0.05 responders versus non-responders; ““p<0.01 responders versus non-responders;

##5<0.0001 responders versus non-responders
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Figure 7
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Figure 6: Differential f-arrestin 1 expression levels in PBMCs responders compared to resistant mice
Ratio of expression of B-arrestin 1 compared to B-actin in the PBMCs *p<0.05; ***p<0.001 versus vehicle
group; $$p<0.01 CORT versus responders; #p<0.05 and ####p<0.0001 responders versus resistant mice.
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Supplementary Figure 1: Integrated emotionality z-scores in mice treated with corticosterone. Raw data
obtained from four independent behavioral tests performed in the same animal (OF, EPM, NSF and Splash Test
n = 19 in the vehicle group and n=99 in the corticosterone-treated group). (B) Normalization of data using z-
score method was performed for each parameter using the control male group as the baseline. (C) Test z-values
were then calculated by averaging individual z-scores, and (D) averaged to obtain emotionality z-score.
Datarepresent mean + S.E.M. (n = 19 in the vehicle group and n=99 in the corticosterone-treated group).

A-D: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 for effects of corticosterone treatment compared to the no-stress
group.
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6 DISCUSSION

Les phénomeénes de non-réponse/résistance touchent 30% des patients traités par un
antidépresseur, quelle que soit sa classe thérapeutique. La résistance au traitement
antidépresseur (TRD) est un probléme de santé¢ publique majeur, par son caractere invalidant
pour le patient, et son colt sociétal (Mrazek et al. 2014). De plus, le risque suicidaire s’en
trouve multipli¢ (Olin et al. 2012). De ce fait, deux enjeux majeurs sont au cceur de la
recherche en pharmacologie psychiatrique : 1) parvenir a cibler la stratégie thérapeutique la
plus efficace chez un patient afin d’éviter le développement d’une TRD, et 2) trouver des
traitements plus efficaces pour traiter la TRD. Ceci passe par une meilleure compréhension

des mécanismes en jeu dans la résistance.

Cibler une efficacit¢é du traitement nécessite également de mettre en évidence des

biomarqueurs permettant de prédire ’efficacité et la réponse au traitement.

Par ailleurs, la compréhension des mécanismes de la résistance passe par 1’élaboration de

modeles fiables et fideles a la pathogenese humaine.
Notre travail de recherche a permis :

- De montrer la complexité de modéliser un phénotype anxio/dépressif chez la souris
C57BL6/NTac femelle de fagon stable et robuste afin de pouvoir travailler ensuite sur

une réponse a I’antidépresseur

- De modéliser la résistance au traitement antidépresseur dans le modele CORT chez les

males C57BL6/NTac.

- De mettre en ¢évidence des marqueurs biologiques de la réponse/non-

réponse/résistance a la fluoxétine chez la Souris.

Nous avons ainsi mis en place un protocole basé sur la séparation aprés traitement en deux
groupes de souris, les répondeurs et les non-répondeurs. Ces deux groupes nous ont permis
d’étudier les différences de réponse concernant la neurogenése hippocampique et la

différence d’expression de la protéine B-arrestine 1 dans des échantillons de sang.
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6.1 Modélisation de la non-réponse dans le modele CORT chez les
femelles

Dans ce travail de mise en évidence des phénoménes de non-réponse/résistance au traitement
antidépresseur, il était nécessaire d’avoir une approche qui inclus une analyse chez des souris
femelles. Cette nécessité se justifie par la prévalence plus élevée de la dépression chez la
femme (Kessler et al. 2005), et par le fait que encore trop peu d’études stratifient leur résultats
cliniques ou précliniques en fonction du sexe (pour information, voir 1’éditorial de (Eliot and
Richardson 2016, Howard et al. 2016, Shansky and Woolley 2016, Bale and Epperson 2017,
Joel and McCarthy 2017)).

Dans un premier temps, nous avons voulu adapter le modele CORT chez les souris
C57BL6/NTac femelles (Article 1). Le modéle CORT a historiquement été développé chez
les souris femelles de souche Swiss Webster (Ardayfio and Kim 2006). Dans cette étude, les
effets anxio-dépressifs d’une administration exogeéne de corticostérone ont été évalués dans
des tests d’anxiété chez des souris de fond Swiss Webster (tests du Light Dark, de la « Home
Cage Latency » et de « Startle »). Nos résultats obtenus chez les souris C57BL6/NTac
femelles montrent qu’une administration chronique de corticostérone ne permettait pas
d’augmenter de facon robuste et significative le phénotype anxio-dépressif, contrairement a

ce que nous avons pu observer chez les souris C57BL6/NTac males.

La premiére étude de dose-réponse nous a montré que, comme chez les souris males, la dose
de 35 pg/ml est la dose la plus efficace pour induire une altération de I’état émotionnel des
animaux. Cependant, le score obtenu aprés 4 semaines de traitement avec la corticostérone
reste en deca de ce qui a pu étre observé par ailleurs chez les males (z-score=0.45+/-0.17
versus z-score = 0.7+/-0.09). Comme observé chez le male, la dose de 7pg/ml n’est pas
suffisante pour induire un comportement anxio-dépressif, ce qui est confirmé par un dosage
de la corticostérone indiquant une absence de dérégulation de I’axe HPA. Le résultat le plus

surprenant est 1’absence d’effet significatif chez les femelles de la dose supérieure (70 pg/ml).

Afin de potentialiser les effets de la corticostérone, nous avons donc décider de prolonger la
durée du traitement de corticostérone (35ug/ml) a 8 puis 12 semaines. Néanmoins, ces
ajustements ne nous ont pas permis d’induire un phénotype stable et /’Emotionality score est
resté faible et non significativement différent de celui des souris controles. Les femelles
semblant plus sensibles aux effets d’un stress comportemental, nous avons également testé

des combinaisons d’isolement social (cage individuelle) avec un traitement chronique de
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CORT (4 semaines, isolement + CORT 35ug/ml) afin d’induire un phénotype anxio-dépressif

plus intense, mais cette stratégie s’est également révélée inefficace (données non présentées).

Les résultats obtenus dans le cadre de cette étude indiquent que les souris femelles

C57BL6/NTac présentent une moindre vulnérabilité & développer un phénotype anxio-

dépressif suite a un traitement chronique de corticostérone par rapport aux souris

males. Plusieurs hypothéses peuvent permettre d’expliquer cette différence :

Y

2)

3)

4)

5)

Contrairement aux males, les femelles sont soumises a un cycle estrus comportant
plusieurs phases, et entrainant des variations hormonales importantes chez les
animaux, et ceci sur des périodes trés courtes de 4 jours (Goldman et al. 2007). Bien
que certaines études aient montré une diminution de ’anxiété chez des rats femelles
pendant les phases proestrus et estrus, nous n’avons observé aucun effet significatif

du cycle, et donc des variations hormonales sur le comportement des animaux.

Les hormones sexuelles des femelles ont des effets sur le fonctionnement de
plusieurs systémes de neurotransmetteurs, dont le syst¢tme noradrénergique et
sérotoninergique. Il a par exemple ét¢ montré que ’cestradiol augmentait la densité
des récepteurs 5-HT 4 dans le cortex et le nucleus accumbens (Blanchard et al. 1991,

Fink et al. 1996 , Palanza 2001 )

Les femelles ont un niveau de corticostérone basal dans le sang qui est naturellement
plus ¢élevé que chez les males (Viau 2002, Aoki et al. 2010 ), ce qui amenerait a une

sensibilité moindre a une élévation des taux de corticostérone circulant.

Il existe un dimorphisme sexuel de I’hippocampe, sur le plan anatomique et du

fonctionnement neurochimique (Kelly et al. 1999, Goldstein 2001 )

Une exposition chronique a la CORT chez des rats femelles entraine des perturbations
du rythme circadien de la corticostérone et une modification du poids de la glande
surrénale moindre par rapport a ce qui a été observé chez les souris males (Young

1998).

Ces différentes observations permettent peut-étre d’expliquer une partie du dimorphisme

sexuel observé dans la réponse a un traitement chronique de corticostérone.
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Différents travaux ont montré les effets du stress chronique sur les différentes étapes de la
neurogenese hippocampique adulte : prolifération cellulaire (Jayatissa et al. 2006, David et al.
2009, Oomen et al. 2010, Surget et al. 2011, Nollet et al. 2012, Siopi et al. 2016), survie
cellulaire (Oomen et al. 2010, Nollet et al. 2012) et maturation neuronale (Oomen et al. 2010,
Nollet et al. 2012, Lussier et al. 2013). Ces altérations de la neurogenese se retrouve
¢galement au niveau des bulbes olfactifs (Siopi et al. 2016). Chez le male (souris
C57BL6/NTac), I’administration chronique de corticostérone induit une diminution de la
prolifération cellulaire hippocampique sans altérer les autres étapes de la neurogenése (David
et al. 2009, Rainer et al. 2012). C’est pourquoi nous avons ¢étudié les effets d’un traitement
chronique de corticostérone sur les différentes étapes de neurogenese chez les souris femelles
C57BL6/NTac, afin de confirmer si 1’absence d’effet comportemental était associée a une
absence d’effet neurogénique. Confirmant cette hypotheése, nous n’avons observé aucune
variation des différentes étapes de la neurogenése hippocampique chez ces animaux suite a

I’administration de CORT. (Article 1)

Nos résultats confirment la difficulté de mettre en place un modele animal de dépression chez
la souris femelle permettant de générer suffisamment d’animaux présentant un phénotype
stable afin d’observer ’efficacité des traitements. Si le modele CORT ne semble pas adapté,
d’autres mod¢les existent, comme 1’isolation sociale, ou encore le UCMS, qui ont démontré
leur efficacité chez les souris femelles (Schmidt et al. 2010, Franceschelli et al. 2014).
Néanmoins, 1’utilisation de ces modeles dans le cadre d’une étude sur la dépression résistante
au traitement est difficilement envisageable car le nombre d’animaux vulnérables au stress est
trop faible, excluant ainsi un nombre important d’animaux de I’étude. Etant donné la faible
proportion d’animaux résistants a la fin du protocole, I'utilisation de ces modeles n’est donc

pas préférable.

6.2 Modélisation de la résistance dans le modele CORT chez les souris
males

Plusieurs approches ont été abordées pour mettre en évidence les phénomenes de résistance
au traitement antidépresseur chez la souris. La plus répandue est le recours a des animaux
génétiquement modifiés pour des genes cibles, induisant une réponse comportementale
altérée a ’antidépresseur. En cela, ces modéles se rapprochent de la responsabilité causale de
certains polymorphismes humains sur la réponse antidépressive. Par exemple, des

polymorphismes du géne codant pour le BDNF ont été associés a un défaut de réponse aux
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ISRS chez I’Homme (Fabbri et al. 2014, Colle et al. 2015), effet qui a pu étre également
observé chez la souris (Bath et al. 2012, Yu et al. 2012). En effet Bath et al. a observé chez
des souris BDNFM™ yne incapacité d’un traitement chronique avec la fluoxétine (16
mg/kg, dans I’eau de boisson) a restaurer la survie neuronale et la plasticité synaptique dans le
gyrus dentelé. Yu et al. a montré une absence de réponse comportementale dans le FST chez
les souris BDNFM™™<! aprés injection de fluoxétine (10 mg/kg, i.p.). Si ces études peuvent
identifier des pistes biologiques participant a la résistance au traitement, elles ne reflétent
probablement pas la réalité clinique. En effet, aucune analyse d’association pangénomique
(GWAS) n’a pu mettre en évidence un polymorphisme associé¢ a 1’absence de réponse a un
traitement antidépresseur (Biernacka et al. 2016, Li et al. 2016). Ces dernicres études
suggerent donc que les patients non-répondeurs/résistants ne sont pas porteurs de I'une de ces
mutations génétiques. Par conséquent, ne se focaliser que sur ['une des causes probables de la
TRD pour modéliser la pathologie et étudier les altérations biologiques qui la sous-tendent
n’est pas une approche rigoureuse.

Ainsi, notre approche sans a priori biologique causatif, a consisté en la séparation des
animaux répondeurs et non-répondeurs aprés administration chronique de fluoxétine. En
utilisant des criteres stricts de sélection et équivalent a ceux utilisés chez ’Homme (i.e., est
considérée comme réponse thérapeutique une diminution >50% du score de I’échelle de
dépression), Aprés administration de fluoxétine et calcul de /’emotionality score, 30% des
animaux ont été classés comme non-répondeurs au traitement (Article 2). De maniére
intéressante, on remarque que cette proportion est similaire a celle reportée dans certaines

¢tudes effectuées chez I’ Homme (Trivedi et al. 2006).

Par la suite, j’ai séparé les animaux en 2 groupes. Les souris ont été soit maintenues sous
fluoxétine (18 mg/kg/j, 4 semaines), soit, comme cela est réalisé en clinique, leur traitement a
¢t¢ modifi¢ et les souris ont recu un antidépresseur appartenant a une autre classe
pharmacologique (imipramine, 40mg/kg, 4 semaines). En termes de pratique clinique, le
changement de traitement antidépresseur est 1’alternative thérapeutique la plus couramment
utilisée et préconisée par les guidelines (Nutt et al. 2010), bien que les bénéfices de cette
stratégie ne soient pas démontrés (Gaynes et al. 2012). Notre étude semble confirmer cette
observation clinique, car nous n’avons observé aucune différence significative en termes de
réponse au traitement entre les souris maintenues sous fluoxétine (pendant 8 semaines)
et les souris ayant été traitées avec la fluoxétine (4 semaines) puis I’imipramine (4

semaines).
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A Tissue de ce protocole, nous avons obtenu des animaux résistants aux traitements

antidépresseurs et des animaux répondeurs, ce qui nous a permis de comparer ces 2 groupes.

Pour récapituler les informations concernant notre modé¢le et discuter sa validité, le Tableau

12 suivant reprend les critéres cités plus haut (section 1.2.2.1)

Séparation en répondeurs et non répondeurs

Résistance aux

Phénotype . Réponse aux
5 z . . traitements
Modéle Mécanisme anxio- s nouvelles
, . antidépresseurs fos
dépressif ? ] stratégies
conventionnels
Administration chronique Fluoxéti E(l;lg/[
CORT de CORT a des souris Oui I uoxctine NSF %)
C57BL6/NTac fipramine
Splash Test

Tableau 12 : Critéres de validation dans notre modeéle de TRD

- Le modéle utilisé pour étudier la réponse au traitement est bien un modele d’anxiété-

dépression validé, le modele CORT.

- Une absence de réponse a la fluoxétine et I’imipramine a été observée dans ce mode¢le,
traitements couramment prescrits chez I’Homme pour un état dépressif. Par ailleurs,
contrairement a tous les modéles de TRD actuellement utilisés, notre modéle est le
seul qui respecte la définition de la résistance a un traitement antidépresseur, a
savoir une absence de réponse a au moins 2 traitements antidépresseurs administrés de
maniére séquentielle, a posologie et durée adéquates. En effet, les modéles
existants évaluent la réponse apres administration, parfois aigue, d’un antidépresseur.
Une administration aigue n’est pas appropriée a ce type d’études qui nécessite de
laisser un temps suffisant au traitement pour agir et pour en apprécier les effets dans

les conditions normales de prescription.

- En revanche, la mesure d’une réponse avec un traitement appartenant aux nouvelles
stratégies thérapeutiques pour la TRD n’a pas été évaluée. Afin de valider entiérement

ce modele de TRD, une étude supplémentaire est donc requise.
L’une des grandes forces de ce modéle, est la méthode d’évaluation de la réponse. En effet,

dans la majorité des travaux, la réponse est évaluée a 1’aide d’un seul test comportemental,

souvent le FST. Or, nous estimons d’une part qu’un seul test n’est pas suffisant pour apprécier
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I’ensemble des effets des traitements antidépresseurs chroniques, et d’autre part que le FST
n’est pas le test le plus approprié¢ pour évaluer le phénotype anxio-dépressif (de Kloet and
Molendijk 2016). Afin de le quantifier, nous avons utilisé 1’emotionality score, ce qui nous a
permis de préciser le phénotype de 1’animal a travers plusieurs tests, et également d’utiliser un
outil comparable aux échelles de dépression en clinique. Le cut-off que nous avons choisi,
similaire a celui utilisé chez les patients dépressifs, est assez strict pour garantir une bonne
séparation des répondeurs et non-répondeurs, renforcant ainsi la solidité de notre évaluation
de la non-réponse.

Il est important toutefois de souligner ici les limites de notre modéle. Tout d’abord, comme
illustré sur la figure 5 (Article 2), notre protocole est long et s’étend sur 18 semaines de

traitement et de tests comportementaux. Plusieurs conséquences en découlent :

- Le nombre d’animaux résistants obtenu a la fin du protocole est faible. Ceci est
un inconvénient majeur, car la plupart des études de biologie moléculaire ou de
neurogenese nécessite d’avoir un nombre d’animaux par groupe suffisant (>6
animaux) pour observer une différence significative. Pour pallier a cette difficulté,
nous avons donc reproduit cette étude dans une seconde cohorte afin d’obtenir un

nombre suffisant d’animaux pour mener a bien nos expérimentations.

- Nous avons répété a plusieurs reprises les tests de comportement sur les mémes
animaux. Lors des premiers tests, les animaux explorent un environnement nouveau et
inédit. Lors de leur deuxiéme passage, le temps d’exploration est plus court, et leur
connaissance du test peut influencer nos résultats (par exemple, le temps de latence
dans le NSF). Nous avons ainsi observé une diminution progressive des parametres
des tests lors de la deuxiéme, puis de la troisiéme session de tests comportementaux
(Figure 24), ce que nous avons qualifié¢ d’effet re-test sur les résultats obtenus. Dans la
figure présentée, nous avons représenté les parameétres de chaque test pris en compte
dans le calcul du score chez les souris controles, et nous observons pour la plupart une
diminution significative de la valeur de ces paramétres au fil des sessions de
comportement réalisées. La normalisation des valeurs par rapport aux souris contrdle
permet de s’affranchir de I’impact de cet effet re-test. En revanche, il est important de
normaliser par rapport au groupe contrdle de la méme expérience (normalisation des
animaux a B1 avec les controles a B1, des animaux a B2 avec les controles a B2...),

afin que tous les animaux soient dans les mémes conditions expérimentales, et que
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I’effet re-test soit le méme pour tous les animaux. Une méthode que nous pourrions
néanmoins envisager pour nous affranchir totalement de ’impact de cet effet re-test a
été¢ développée par (Misquita et al. 2014). En observant le comportement de I’animal
pendant 24h dans un appareil Noldus Phenotyper”™, ils ont noté qu’il était possible
d’évaluer le phénotype anxio-dépressif des animaux sans réaliser de tests
comportementaux, et ainsi de suivre semaine apres semaine I’évolution du phénotype
des animaux, sans intervention extérieure. Ainsi, dans notre étude, cette approche
permettrait d’estimer la réponse antidépressive au cours du temps sans évaluation par

les tests de comportement. Une seule évaluation pourrait étre réalisée en fin d’étude.
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Figure 24: Variation des résultats comportementaux chez les animaux controle au cours des différentes
évaluations comportementales.
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Les paramétres sont ceux pris en compte pour le calcul de I’emotionality score. **p<0.01, ***p<0.001,
**%%p<0.0001 vs B1 ; #p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001 vs B2

- Une autre limite de notre étude est I’administration du traitement antidépresseur
dans I’eau de boisson. Cette voie d’administration est la moins invasive et la moins
stressante pour 1’animal, ainsi que la moins contraignante d’un point de vue
expérimental au vu du nombre ¢élevé d’animaux impliqué dans ce type de protocole et
de la durée de traitement (18 semaines). Notre suivi de la consommation de la boisson

par cage (5 souris par cage) ne montre pas de différence de consommation inter-cages
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et inter-groupes quant a la prise de boisson. Néanmoins, sans doser directement la
concentration circulante de I’antidépresseur et de ses métabolites, il est compliqué de
s’assurer que tous les animaux recoivent exactement la méme posologie, et ceci
constitue une limite a notre étude. En revanche, cette limite n’est pas inhérente aux
¢tudes précliniques, puisqu’elle existe également en clinique, ou un phénomene de
pseudorésistance est observé (Nierenberg and Amsterdam 1990, Kornstein and
Schneider 2001 ). En effet, comme mentionné auparavant (section 1.2.1.2) certains
patients sont non-observants au traitement antidépresseur prescrit ce qui participe a

I’absence de réponse au traitement.

Pour conclure sur la modélisation chez les souris males, le tableau ci-dessous (Tableau 13)
récapitule tous les avantages et inconvénients des modeles de TRD les plus couramment
utilisés en comparaison avec notre modele de séparation en 2 groupes de répondeurs et

non-répondeurs.
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Modéles existants

Avantages

Utiles pour identifier les médicaments
avec des nouveaux mécanismes d’action
non-sérotoninergiques et non-
noradrénergiques (Caldarone et al. 2015)

Souches résistantes : bons outils pour
I’identification de geénes sous-tendant la
réponse a 1’antidépresseur (congéniques)
et screening de médicaments avec des
nouveaux mécanismes d’action
(congénique et non-congéniques)
(Caldarone et al. 2015)

Protocoles de traitement courts

Limites

Ne modélisent pas la complexité de la
pathologie TRD chez les patients
dépressifs

Administration aigue du traitement

Les animaux ne présentent pas toujours
un phénotype anxio-dépressif avant
traitement

Evaluation du phénotype anxio-dépressif
a I’aide d’un seul test (FST dans la
majorité des cas)

Pas de femelles incluses dans les
protocoles

Notre modeéle

Animaux présentent un phénotype anxio-
dépressif avant traitement

Administration chronique du traitement
et plusieurs traitements successifs

Evaluation de la réponse antidépressive a
I’aide de plusieurs tests et d’un
emotionality score avec un cut-off’
similaire a la clinique

Pourcentage de non-répondeurs
similaires a celui obtenu en pratique
clinique

Protocoles de traitement long

Nombre d’animaux résistants a la fin de
I’étude faible et difficile a prédire

Administration dans 1’eau de boisson :
« pseudorésistance »

Pas de femelles incluses dans les
protocoles

Pas d’évaluation avec un antidépresseur
avec un nouveau mécanisme d’action

Tableau 13 : Avantages et inconvénients des modeles couramment utilisés et de notre modele de TRD
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6.3 La non-réponse/résistance aux antidépresseurs est associée a des
altérations de la neurogenese hippocampique adulte

Les perturbations de la neurogenese hippocampique sont reliées a une altération de la réponse
aux antidépresseurs. Les premiers travaux associant neurogenese et réponse a un traitement
antidépresseur ont montré qu’une suppression de la neurogenése par une irradiation aux
rayons X induisait un blocage de la réponse a la fluoxétine et I’imipramine (Santarelli et al.
2003). Des études ultérieures ont affiné cette observation, en précisant le caractére souche-
dépendant (Holick et al. 2008) et test-dépendant de cette observation (David et al. 2009,
Mendez-David et al. 2014). De facon générale, les différentes approches thérapeutiques a
visée antidépressive ont des effets pro-neurogéniques dans de 1’hippocampe, qu’elles soient
pharmacologiques ((David et al. 2010, Miller and Hen 2015, Yun et al. 2016), pour revue),

¢lectro-stimulatrice (Schloesser et al. 2015), ou comportementale (Tanti and Belzung 2013).

Notre étude a montré qu’une altération de la réponse a la fluoxétine était liée a un
dysfonctionnement de plusieurs étapes du processus neurogénique hippocampique. En effet,
les animaux non-répondeurs présentent une survie cellulaire et une maturation neuronale
inférieures a celles des animaux répondeurs a un premier traitement antidépresseur
(Figure 3, Article 2). Les animaux résistants, i.e., non répondeurs a 2 stratégies
thérapeutiques antidépressives de classe pharmacologique différente présentent une
diminution de la prolifération, de la survie et de la maturation des neurones, par rapport

aux animaux répondeurs (Figure 6, Article 2).

La deuxieéme observation de notre étude est I’index de maturation neuronale qui est
supérieur chez les répondeurs par rapport aux non-répondeurs ou aux animaux
résistants au traitement. Ces données suggerent une corrélation entre 1’index de maturation
et le niveau de réponse antidépressive. En cela, nos travaux confirment les observations
réalisées dans le laboratoire montrant une corrélation entre cet index et la réponse
comportementale dans le NSF, un test considéré comme neurogenése-dépendant (David et al.,
2009, Guilloux et al., 2013). Cette corrélation a pu étre retrouvée ici entre les animaux

répondeurs et non-répondeurs (Figure 3, Article 2).

L’arborisation dendritique a d’importantes implications fonctionnelles, dans 1’intégration par
le neurone des signaux provenant de différentes synapses et constitue un marqueur fiable de
I’intégrité fonctionnelle et structurelle des neurones (Segev and London 2000) (Gulledge et al.

2005). En effet, la complexité de cette arborisation est bien corrélée avec la plasticité
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synaptique neuronale. De nombreuses pathologies neurologiques et psychiatriques sont
caractérisées par des anomalies de structure de I’arborisation dendritique (syndrome de Down
et de Rett (Kaufmann and Moser 2000), la schizophrénie (Yun et al. 2016), et les maladies
neurodégénératives (Anderton et al. 1998). Par ailleurs, des études précliniques ont montré
qu’un stress prolongé pouvait entrainer une diminution de la complexité dendritique dans

I’hippocampe (Wood et al. 2004, Chen et al. 2008)

Ces résultats indiquent que la réponse au traitement antidépresseur, en plus d’étre liée a une
stimulation des étapes de prolifération et de survie de la neurogenése, est aussi associée a une
augmentation de la complexité dendritique, et que la résistance au traitement pourrait étre
due a des altérations de I’arborisation dendritique. Notre séparation des animaux étant basée
sur une analyse globale du comportement, nos résultats confirment qu’une élévation de la
neurogenése ne participe pas uniquement a une réponse antidépressive dans les tests
neurogenese-dépendants, mais participe probablement plus largement a la réponse

antidépressive (Hill et al. 2015).

Bien que nous n’ayons pas directement vérifié cette hypothése, il est plausible que ces
différences de réponse neurogénique hippocampique puissent étre responsables d’une
restauration différentielle des déficits cognitifs observés aprés traitement chronique de
corticostérone (Darcet et al. 2016). En effet, des études récentes ont montré que les jeunes
neurones de 4 a 6 semaines participaient aux processus cognitifs (Sahay et al. 2011, Denny et

al. 2014).

Cependant, si nos observations indiquent que la stimulation de la neurogenése hippocampique
adulte entraine une réponse au traitement, ce n’est pas le seul mécanisme responsable de la
réponse. En effet, chez des souris ayant subi une ablation de la neurogenése, il est aussi
possible d’induire une réponse avec des composés ciblant directement le circuit de réponse au
stress (Surget et al. 2008). La stimulation de la neurogenese hippocampique adulte serait une
étape cruciale dans la réponse aux antidépresseurs, mais resterait une voie indirecte par
laquelle ces derniers exercent leur action. Une étude a proposé que les nouveaux neurones
formés aprés stimulation de la neurogenese par un traitement chronique antidépresseur
contribueraient a rétablir la régulation du systéme HPA, préalablement perturbé par 1’état
dépressif (Surget et al. 2008). Cette étude a montré que sans neurogenese hippocampique, les
médicaments monoaminergiques (fluoxétine et imipramine) ne peuvent restaurer la rétro-

inhibition de I’axe HPA par I’hippocampe et corriger les altérations physiologiques et
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comportementales induites par 1’état anxio-dépressif. En revanche un effet antidépresseur
pouvait étre observé avec d’autres molécules qui ciblent directement 1’axe HPA tels que des
antagonistes des récepteurs CRF; (corticotropin-releasing factor 1) et Vi, (vasopressine 1b)
(Surget et al. 2008). Ainsi, les antidépresseurs monoaminergiques stimuleraient la
neurogenese hippocampique, tandis que les antagonistes CRF; et Vy, agiraient directement
sur ’axe HPA en restaurant des taux normaux de glucocorticoides (Figure 25). La stimulation
de la neurogenése hippocampique par les antidépresseurs monoaminergiques est par contre
nécessaire a la réponse au traitement uniquement pour les patients dépressifs présentant un

déréglement de 1I’axe HPA (Surget et al. 2008).

L’application de ces résultats a notre étude reste a vérifier, i.e., est-ce que les phénomenes de
réponse a un traitement antidépresseur s’accompagnent d’une régulation de I’axe HPA en

comparaison des non-répondeurs ou résistants au traitement ?

ANTIDEPRESSEURS - Antidépresseurs monoaminergiques

v I Antagonistes CRF1 et Vb1

Neurogenese hippocamplque

N

Fonctionnement de [ Stress/ J > Comportements spécifiques

I'hippocampe Activité de I'axe HPA liés a la dépression

D'aprés Surget et al., 2008

Figure 25 : La réponse aux antidépresseurs peut étre ciblée par des mécanismes dépendants ou
indépendants de la neurogenese.

Le stress et une importante sollicitation de 1’axe HPA induisent des changements de comportement
spécifiques a la dépression ainsi qu’une diminution de la neurogenése hippocampique. L’hippocampe
participe a la régulation négative des réponses au stress par le biais de la neurogenése. En revanche, cette
action n’est pas directe, puisque ’admnistration de molécules ciblant directement I’axe HPA induit
également une réponse comportementale. Fléches = activation, Barres = Inhibition. D’aprés (Surget et al.
2008)

L’administration chronique d’antidépresseur monoaminergique entraine une cascade de
signalisation induisant une augmentation de I’expression de BDNF, ce qui aura pour
conséquence une augmentation de la prolifération cellulaire hippocampique (Quesseveur et al.
2013), de la survie cellulaire (Quesseveur et al. 2013) de la complexité dendritique

(Waterhouse et al. 2012). Cette stimulation de la neurogenése hippocampique, par le biais des
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neurones nouvellement formés permettrait ainsi une restauration de la régulation de I’axe
HPA, en exercant a nouveau un rétrocontrole négatif sur cet axe (notre hypothese est illustrée
dans la Figure 26).

Bien que nous n’ayons pas encore ¢lucidé 1’association entre neurogenese hippocampique et
réponse au traitement et que les mécanismes de la non-réponse restent méconnus, notre
observation selon laquelle une diminution de la neurogenése hippocampique et de
I’arborisation dendritique est observée chez les animaux non-répondeurs et résistants nous
permet de proposer que d’éventuelles mutations d’¢éléments impliqués dans cette voie de
réponse seraient impliquées dans la non-réponse. La littérature rassemble effectivement de
nombreuses études qui associent ces mutations et la réponse au traitement. Une récente méta-
analyse a par exemple montré que les patients porteurs hétérozygotes de 1’allele Valo6Met du
BDNF présentaient une meilleure réponse que les patients homozygotes (Zou et al. 2010) et
que cette mutation Val66Met entrainait une résistance au traitement antidépresseur. D’autres
¢tudes se sont penchées sur le role du récepteur TrkB du BDNF et ont rapporté que les
souris mutées pour le géne codant pour TrkB sont insensibles a I’administration chronique
d’antidépresseurs (cf (Lindholm and CastrA©n 2014) pour revue). Les mécanismes directs de
ces associations restent néanmoins a mettre en lumiére. Notre modele de TRD s’avérera tres
utile pour élucider ces mécanismes, puisqu’il nous permettra de comparer les profils
d’expressions de genes d’intérét et participant a cette cascade entre les répondeurs et les non-

répondeurs.
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Administration chronique d’un antidépresseur (ISRS, ISRN, TCA...)

l

Mutation ARRB1 Accumulation dc? monoamines . _.._____. Mutation SLC6A4
: endogénes

Y !
Akt <—  Recrutement de la protéine <— Fixation sur les récepteurs post-synaptiques
B-arrestine 1 5-HT ou NE

l |

Activation de la voie AMPc

fExpression de BDNF
i / CREB
Activation du récepteur TrkB
l Activation du géne BDNF =~ <---------- Mutation Val66Met
71 prolifération et survie
neuronale #Expression de BDNF

neurogenese et cognition o . .
! g &t Activation du récepteur TrkB  <g-=-=----~- Mutation NRK-2

/N

/ Neurogenese, prolifération, survie

7 Arborisation dendritique

et maturation neuronale
Rétablissement de la régulation de 1’axe HPA Modulation des circuits de 1’hippocampe

l l

REPONSE AU TRAITEMENT ANTIDEPRESSEUR

Figure 26 : Voie reliant une administration chronique d’un antidépresseur a la réponse au traitement.
Des mutations d’éléments impliqués dans cette voie pourraient potenticllement étre associées a la non-réponse au traitement
antidépresseur. Les mutations citées correspondent & quelques-unes des nombreuses mutations possibles d’éléments des voies
menant a la réponse au traitement

6.4 La différence de réponse au traitement antidépresseur est associée a
des variations d’expression périphérique de la protéine B-arrestine 1

La connaissance des mécanismes qui sous-tendent la dépression résistante aux antidépresseurs
est primordiale pour la découverte de nouvelles stratégies thérapeutiques et le dépistage de
cette pathologie. La mise en évidence d’une TRD se base sur I’évaluation clinique des
patients a travers des échelles de dépression. Les méthodes d’imagerie cérébrale sont
¢galement utilisées pour cette évaluation (Mayberg et al. 2005) mais présentent plusieurs

inconvénients : elles ne permettent pas d’obtenir des informations de biologie cellulaire et le
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nombre de scanner par patient est limité. Ainsi, des marqueurs biologiques facilement
quantifiables et variables en fonction de 1’état clinique du patient permettraient d’optimiser la

définition biologique de la TRD.

Les protéines B-arrestines ont une expression ubiquitaire, mais leur réle dans différentes
physiopathologies du SNC (maladie d’Alzheimer : (Liu et al. 2013) ou de Parkinson (Wu et
al. 2013)) suggere qu’elles peuvent représenter une nouvelle cible thérapeutique potentielle
(Latapy and Beaulieu 2013). En psychiatrie, une diminution d’expression périphérique de B-
arrestine 1 a été observée chez les patients dépressifs (Avissar et al. 2004), et son utilisation
comme biomarqueur de la réponse aux traitements antidépresseurs a été proposée (Avissar et
al. 2004, Matuzany-Ruban et al. 2005). Des résultats précliniques de notre équipe suggerent
que ces variations d’expression de B-arrestine 1 en fonction de 1’état anxio-dépressif et de la
réponse antidépressive peuvent étre observées dans le modéle CORT (Mendez-David et al.
2013). Ces mesures ont été réalisées dans les cellules mononuclées du sang périphérique
(PBMCs). Les études transcriptomiques ont montré que les variations d’expressions géniques
présentent une bonne correlation avec les variations centrales de I’expression génique (Liew
et al. 2006, Sullivan et al. 2006). De plus, il a ét¢é montré que ces cellules répondent aux
stimuli internes et externes de maniéres similaire aux neurones du SNC en termes de profil
d’expression de geénes et de modifications épigénétiques (Rao et al. 2013). La dépression étant
une pathologie avec une composante neuro-immunologique, avec des relations entre 1’axe
HPA et les lymphocytes, cette population de cellules périphériques est affectée par 1’état du
patient, et refléterait donc les variations dans le SNC (Gladkevich et al. 2004). Cette variation
d’expression de B-arrestine 1 a également été retrouvée dans des modeles de cellules (Golan
et al. 2009). Enfin, la délétion sélective de B-arrestine 1 dans les cellules granulaires de
I’hippocampe bloque partiellement les effets antidépresseurs d’un traitement chronique de

fluoxétine (Données non publiées, theése de Flavie Darcet, 2016).

Nos travaux dans le modéele CORT confirment les résultats cliniques de 1’équipe d’Avissar,
montrant que 1’expression périphérique de P-arrestine 1 est supérieure chez les souris
répondeuses a un traitement antidépresseur par rapport aux souris résistantes (Article 2,

Figure 7), suggérant la potentialité de biomarqueur de cette molécule.

L’intérét de [I’'utilisation de D’expression de [-arrestine 1 dans les PBMCs comme

biomarqueur de la réponse antidépressive sont les suivantes (
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Tableau 14) :

- Une facilit¢ de collection de [’échantillon par prélévement sanguin, et une
quantification peu onéreuse.

- La robustesse des résultats obtenus : les variations d’expression de -arrestine 1 ont
¢té préalablement décrites dans notre modele d’anxiété-dépression (Mendez-David et
al. 2013). De plus, I’analyse des résultats est facilement quantifiable.

- Validité translationelle : mes résultats précliniques confirment les résultats observés

en clinique par I’équipe d’Avissar.

En terme de sélectivité de réponse pharmacologique, les augmentations d’expression de [3-
arrestine 1 semblent restreintes aux molécules présentant un mécanisme d’action
monoaminergique (Inhibiteur de recapture de sérotonine et/ou de noradrénaline), alors que le
lithium, le valproate de sodium ou I’halopéridol sont sans effets (Golan et al. 2010). Les
parametres de spécificité et de sensibilité des taux de (-arrestine 1 étaient estimés supérieurs a
90% en clinique (Avissar et al. 2004). Cependant, ces différents parametres n’ont pas pu €tre
calculés dans notre cohorte de souris étant donné le faible nombre d’échantillons recueillis.
Enfin, le caractére prédictif de ces variations d’expression de -arrestine 1 périphérique quant

a la réponse thérapeutique n’a pas pu étre évaluée.
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Caractéristique pour

; o Question dans le cadre d’un biomarqueur TRD ? B-arrestine ?
un biomarqueur idéal
Spécificité La variation du biomarqueur est-elle spécifique a la TRD ? NON
Sensibilité Est-il facilement quantifiable ? Oul
Prédictibilité La varlat}on du blomar’queur Varle—t.-elle en fonction de I’état oUI
pathologique et de la réponse au traitement ?
Robuste Est-ce que I’analyse est simple, rapide et reproductible ? OUI
Stable Est-ce que la concentration varie au cours de la journée ? A déterminer
Méthode non-invasive | Est-ce que I’échantillon est facilement collecté ? Oul
Validité préclinique et | Est-ce que les résultats sont obtenus sont validés chez I’animal et oUI
clinique I’humain ?
Coiit Est-ce que la quantification est onéreuse ? NON

Tableau 14 : Critéres d’un biomarqueur de réponse au traitement antidépresseur

Tous les prélévements ont été réalisés le matin, afin d’éviter une variation circadienne
possible de I’expression de [-arrestine 1 périphérique. Cependant, si cette variation
d’expression a été¢ mise en évidence dans I’ceil (Agarwal et al. 1994), aucune étude n’a été
réalisée au niveau central ou périphérique chez la souris. Nous n’avons donc encore aucune

idée sur la stabilité de la B-arrestine 1 en tant que biomarqueur.

Par ailleurs, si I’évaluation des taux de P-arrestine 1 périphérique peut-étre un moyen
biologique de confirmation de la pathologie dépressive et de la réponse au traitement, aucune
¢tude n’a montré si les variations de ce biomarqueur pouvaient étre observées dans d’autres
pathologies psychiatriques. De plus, I’hétérogénéité de la population dépressive du fait de sa
définition catégorielle par le DSM-5 ou le CIM10, suggere des mécanismes qui peuvent étre
pluri-factoriels. Partant de cette observation, il est ais¢ de comprendre que définir un
biomarqueur spécifique de la pathologie s’avere probablement utopique. L’une des
alternatives qui a été proposée est de remplacer I’idée d’un biomarqueur unique par le concept
de biosignature, qui inclurait un ensemble de paramétres, tels que des polymorphismes
génétiques, des niveaux d’expression de protéines ou d’ARNm, des parametres
physiologiques (axe HPA), des données d’imagerie cérébrale liés au phénotype de la
dépression. Dans le contexte de maladies polygéniques avec un phénotype hautement variable
comme la dépression, la combinaison de plusieurs biomarqueurs spécifiques, est considérée

comme une |’alternative au manque de spécificité¢ d’un seul biomarqueur. En effet, une étude
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récente a montré que I’utilisation d’un panel de biomarqueurs combinés en un « MDD score »
permettait d’élever la sensibilité a 90% et la spécificité a plus de 80%. (Papakostas et al.
2013). Le projet « Establishing Moderators and Biosignatures of Antidepressant Response for
Clinical care for Depression » (EMBARC), conduit par Trivedi (Trivedi et al. 2016) est a ce
jour D’initiative la plus ambitieuse allant dans le sens du développement de biosignatures, avec
le recueil chez 400 patients de données d’IRM structurelle et fonctionnelle ainsi que
d’échantillons biologiques (ADN, ARN et plasma) avant et pendant le cours du traitement

antidépresseur.

D’autre part, la recherche s’est concentrée sur la recherche de phénotypes intermédiaires
(Leuchter et al. 2014). L’usage de phénotypes intermédiaires permet de répartir la population
hétérogene de patients dépressifs dans des sous-groupes plus homogénes, avec des
caractéristiques physiologiques similaires et qui pourraient répondre ainsi sans doute de
maniére similaire au traitement. Les mesures recueillies dans ces sous-groupes serviront de
base de données pour I’identification de potentiels biomarqueurs, ce qui permettrait ainsi
d’associer ces biomarqueurs a chaque sous-groupe et d’orienter la sélection du traitement.
L’initiative de I’institut national de la santé mentale (NIMH) sur Research Domain Criteria
(RDoc) va dans ce sens, et est une tentative pour identifier les phénotypes intermédiaires
utiles pour une meilleure homogénéité diagnostique des patients psychiatriques en prenant en
compte tous les aspects de la maladie du versant génétique a celui du phénotype clinique

(Leuchter et al. 2014).

Dans une certaine mesure, ce concept peut étre transposé dans des études précliniques. En
effet, de maniére générale, on parle de modele d’anxiété-dépression, en incluant dans cette
catégorie tous les animaux présentant un phénotype de type anxio-dépressif. Néanmoins,
certains paramétres génomiques, protéomiques et phénotypiques différent selon les modéles
considérés. En réalisant les ¢tudes de biomarqueurs sans prendre en compte les
caractéristiques du mod¢le, et en transposant les résultats directement dans la population
hétérogene de patients dépressifs, le risque est d’obtenir des biomarqueurs peu robustes et peu
fiables. Une solution que nous pourrions envisager pour pallier a ce probléme est d’avoir a
disposition pour chaque phénotype intermédiaire un modele préclinique approprié. Ceci
implique une étude approfondie de chaque modele pour acquérir le maximum d’informations
sur les paramétres cognitifs, comportementaux, d’imagerie, concernant 1’axe HPA etc... A
I’heure actuelle, nous sommes encore loin de cet objectif, puisque d’une part, tous les

phénotypes intermédiaires ne sont pas identifiés, et d’autre part il parait assez compliqué de
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transposer dans un modele animal la complexit¢é de chaque phénotype intermédiaire.
Néanmoins, nous pouvons deés a présent envisager d’associer certains modeles avec un sous-
groupe de patients dépressifs. Par exemple, certains patients dépressifs présentent une
dérégulation de 1’axe HPA, alors que ce n’est pas le cas pour d’autres. Pour étudier ce sous-
groupe de patients, il faudrait par conséquent choisir un mode¢le animal présentant également
une dérégulation de 1’axe HPA, ce que nous avons pu faire avec le modéle CORT. Autre
exemple, pour les patients résistants présentant un polymorphisme du récepteur 5-HTa, les

souris 5-HT;5 KO pourraient sans doute représenter le modele le plus approprié.
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Perspectives

7 Perspectives

Ce travail nous a permis de développer un mode¢le de résistance chez les souris males de fond

génétique C57. Ce modele présente plusieurs atouts par rapport aux modeles préclinique de

TRD existants et nous a permis d’identifier un potentiel biomarqueur de réponse, la protéine

B-arrestine 1. Néanmoins, plusieurs questions restent en suspens et nous pouvons proposer

plusieurs travaux qui viendront compléter et confirmer nos résultats.

En ce qui concerne la modélisation de la résistance chez les animaux :

Chez les femelles, nous nous sommes malheurecusement heurté a un échec de la
modélisation de la dépression, et nous avons di laisser de coté cette partie de I’étude.
Néanmoins, comme nous 1’avons mentionné a plusieurs occurrences dans cette thése,
les femmes représentent la population la plus affectée par cette pathologie, et le
dimorphisme sexuel de la dépression a clairement ét¢ démontré. Dans la majorité des
cas, les expérimentations incluent uniquement des rongeurs males dans les protocoles,
et les données obtenues chez les animaux males sont ensuite généralisés aux animaux
femelles, engendrant ainsi un biais important dans les études. Inclure des femelles
dans les études de modélisation reste une nécessité. Le modele CORT, pour toutes les
raisons évoquées ci-dessus n’est sans doute pas le plus pertinent, mais on peut
envisager de reproduire cette étude avec un autre modele d’anxiété-dépression.
Plusieurs observations indiquent que les femelles sont sensibles aux stress sociaux et a
I’isolation sociale (Haller et al. 1999 , Palanza 2001) et que les séparer les unes des
autres semble produire des changements comportementaux similaires a certains
symptomes de la dépression, comme la diminution de 1’exploration et I’augmentation
de l’anxiété. Cependant au laboratoire, nous avons observé un faible effet de
I’isolation sur [’emotionality score. Les modéles génétiques, malgré toutes les limites
évoquées plus haut, peuvent donc étre la meilleure alternative chez les femelles pour

ce type d’étude.

Chez les males, nous avons modélisé la résistance aux antidépresseurs et plusieurs

perspectives peuvent étre envisagées afin d’améliorer ce modele. (Tableau 16)
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o Comme proposé dans la discussion, nous pourrions évaluer le comportement
des animaux avec la cage Noldus Phenotyper® afin de limiter la répétition
des tests de comportement.

o Il serait également intéressant d’élargir le panel d’antidépresseurs testé afin de
mieux caractériser ce modele de résistance aux antidépresseurs.

o Afin de valider le modéle, nous devons encore tester des molécules connues
pour leur efficacité chez les patients résistants, comme la kétamine par
exemple, pour évaluer leurs effets dans ce mod¢le de résistance.

o Des tests de cognition ont été développés et validés au laboratoire chez les
C57BL/6J dans le modele CORT (Darcet et al. 2014). Il serait extrémement
intéressant de tester I’état cognitif des souris résistantes et de le comparer a
celui des souris répondeuses, afin d’observer si les altérations de
comportement et de neurogenése observées sont associées a une altération de
la cognition. Ceci nous permettrait d’approfondir 1’étude et la compréhension

des mécanismes de la résistance au traitement antidépresseur.

Enfin, des perspectives concernant I’investigation de biomarqueurs sont ¢également

envisageables. Nous avons identifi¢ B-arrestine 1 comme un potentiel biomarqueur de la

résistance mais des travaux sont encore nécessaires pour totalement valider cette molécule en

tant que biomarqueur.

Etant donné que les tissus humains sont difficilement accessibles pour les études de
génomique et protéomique, le sang est souvent utilis€ en tant que substitut
d’échantillons cérébraux, I’hypothése étant que 1’expression des geénes dans le sang
serait le reflet de celle des tissus cérébraux. Cependant, il n’existe pas de consensus
clair au sujet de I'utilisation du sang pour 1’étude de 1’expression de génes ou de
protéines dans les pathologies neurologiques. Une étude de microarray a comparé
I’expression de genes entre le sang, I’hippocampe et le cortex préfrontal de rats a 1’état
basal afin de répondre a cette question (Witt et al. 2013). Elle a montré que pour
certains genes, il y avait une co-expression entre les structures cérébrales et les
PBMC:s du sang, alors que ce n’était pas le cas pour d’autres genes. Une autre étude se
basant sur des résultats obtenus dans des échantillons de cerveau post-mortem et
PBMCs chez I’humain et le Rat a montré que 4013 sur 17859 analysés sont co-

exprimés dans le cerveau et les PBMCs, soit environ 22% du transcriptome (Rollins et
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al. 2010). Ces résultats sont importants a prendre a compte, car cela signifie que pour
la majorité¢ des genes étudiés, 1’expression dans le sang et dans le cerveau est
différente, et que le dosage de biomarqueurs a la périphérie ne refléte pas forcément
les variations d’expression au niveau central. Notre travail nécessite donc d’évaluer
I’expression de [B-arrestine 1 au niveau central, dans les différentes structures
cérébrales (hippocampe, cortex, amygdale). Nous disposons des échantillons

cérébraux des animaux ayant servis pour mes travaux de these (analyse en cours).

Notre étude, comme la majorité des études concernant la recherche de biomarqueurs
de réponse/non-réponse a un traitement antidépresseur est une étude post-hoc, puisque
nous avons quantifi¢ la P-arrestine 1 aprés [’administration du traitement
antidépresseur, au moment ou nous avions catégorisé¢ les animaux en répondeurs ou
non-répondeurs. Afin de déterminer si la quantité de B-arrestine 1 est prédictive de la
réponse, il faudrait réaliser la quantification en amont du traitement, et évaluer a la fin
de I’étude si les animaux qui présentaient un faible taux de [-arrestine 1 circulante

initiale se sont avérés étre non-répondeurs.

Comme mentionné précédemment, les variations de la protéine B-arrestine 1 ne sont
pas suffisantes pour constituer un biomarqueur. Cette protéine nécessite d’étre incluse
dans un panel de biomarqueurs, pour constituer une biosignature de la résistance au
traitement. La suite de ce projet consiste donc a doser d’autres molécules impliquées
dans les mécanismes de la dépression. Plusieurs molécules peuvent susciter I’intérét :
o Voie du BDNF : pro-BDNF, BDNF mature et récepteur du BDNF Trk-B (Nibuya
et al. 1995)
o Cascade de signalisation de la B-arrestine : Akt et phospho-Akt, GSK3 et phospho-
GSK3 (Kaidanovich-Beilin et al. 2004, Li and Jope 2010 )

Enfin, notre projet s’inscrit dans le cadre d’un projet ANR translationnel incluant une
partie préclinique et une partie clinique. L’objectif de ce projet translationnel est
d’améliorer la compréhension des mécanismes d’action des ISRS et des ISRN, de
proposer de nouveaux traitements efficaces pour la TRD et d’améliorer la prise en
charge des patients dépressifs via 1’identification de biomarqueurs prédictifs de la non-

réponse et de la résistance. Le projet se focalise notamment sur la voie de signalisation
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de la B-arrestine. Une cohorte de patients résistants, la cohorte METADAP incluant
600 patients dépressifs est a notre disposition. Cette cohorte comprend des patients qui
n’ont soit recu aucun traitement pendant les 2 années précédant 1’inclusion soit des
patients traités par citalopram, escitalopram ou venlafaxine. La réponse ou I’absence
de réponse a été évaluée chez ces patients afin de constituer 2 groupes (60 répondeurs
et 130 non-répondeurs). Pour chaque patient, une banque d’ADN, de plasma et de
sérum est disponible. Une fois le panel de biomarqueurs validé dans notre modéle
CORT, il pourra étre ensuite testé sur cette cohorte. L’objectif est d’une part d’étudier
les variations de B-arrestine chez les souris et d’autre part d’étudier I'impact de ces
variations sur les effets des antidépresseurs sur les patients dépressifs. L’approche de
ce projet est globale puisqu’elle comporte une étude d’expression de génes, une étude
de biomarqueurs au niveau central et périphérique, et de I’imagerie cérébrale. L’étude
se fait ainsi a plusieurs niveaux (Tableau 15) :

‘ Préclinique Clinique

Evaluation de la réponse chez des

animaux génétiquement modifiés Evaluation des polymorphismes

Au niveau génétique

mutés pour les éléments appartenant a
appartenant a la voie de signalisation
de B-arrestine

d’éléments appartenant a la voie de
signalisation de -arrestine

Au niveau moléculaire

Etude de I’expression et de 1’activité
des éléments appartenant a la voie de
signalisation de B-arrestine au niveau
périphérique (PBMCs) et cérébral
(hippocampe)

Etude de I’expression et de 1’activité
des éléments appartenant a
appartenant a la voie de signalisation
de B-arrestine au niveau périphérique
(PBMCs)

Au niveau cellulaire

Evaluation de la neurogenése dans
I’hippocampe

Au niveau cérébral

Evaluation du volume de
I’hippocampe et des anomalies de
morphologie associées a la non-
réponse/résistance aux traitements
antidépresseurs

Au niveau comportemental

Evaluation comportementale et
cognitive

Tableau 15 : Différentes tiches du projet translationnel ANR en préclinique et en clinique
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Répondeurs . Non- Résistants
répondeurs
Emotionality score \2 ) ™
Prolifération 0 \2 \’
Neurogénése
hippocampique Survie ™ \2 NS
Maturation ™ \2 \’
B-arrestine 1 Périphérique ™ ND \’
Central
BDNF
Périphérique
Axe HPA 2 . :
A déterminer dans des études
Dosage corticostérone ultérieures
Etat cognitif
B-arrestine dans la cohorte METADAP

Tableau 16 : Paramétres caractérisant les répondeurs et résistants.
Les variations sont exprimées en prenant le groupe CORT comme référence

La stratégie de recherche pour la découverte de biomarqueurs proposée est résumée par la
figure suivante (Figure 27). Elle commence par les problématiques cliniques de diagnostic
et de prescription rencontrés par les praticiens au quotidien. Des modéles animaux
d’anxiété-dépression appropriés sont dans un premier temps utilisés pour tenter de
répondre a ces problématiques. Cette démarche permet ainsi d’identifier de potentiels
candidats biomarqueurs prédisant la réponse au traitement dans le modéle animal. Afin de
consolider la robustesse de ces biomarqueurs, de multiples techniques doivent étre
utilisées : microarray, qQPCR, western blot, immunohistochimie, imagerie cérébrale... Des
approches in vitro, avec transfection dans des cultures cellulaires du géne d’intérét humain
peuvent également étre envisagées. Les données animales sont par la suite intégrées avec
des données obtenues chez des patients pour générer des candidats robustes et des
investigations plus poussées vont venir analyser la capacité du candidat a prédire la
réponse au traitement. Pour optimiser cette translation de la préclinique a la clinique, il est
important de privilégier des approches méthodologiques qui peuvent réalisées a la fois
chez I’Homme et chez I’animal. Par exemple le dosage dans les PBMCs chez les animaux

naifs vs patients sains et dans le modele d’anxiété-dépression vs patient dépressif, le
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dosage sanguin de ’antidépresseur, le test CRH/DEX ou encore I’imagerie cérébrale
(encore en cours de mise au point chez ’animal).
L’étape suivante va consister a développer un kit de diagnostic basé sur I’évaluation
quantitative du taux de protéine ou d’expression de génes dans le sang du patient avant ou
des la mise en place du traitement. Les résultats de ce test prédiront si le traitement serait
efficace chez le patient, et aideront le praticien dans sa stratégie thérapeutique.
Si nous transposons cette stratégie a notre étude, nous en sommes a I’étape 3,
I’identification de potentiels candidats.

1. Questions

soulevées
par les

_— situations
cliniques du \
quotidien 2. Trouver le

modele animal
approprié a I'étude

9. Améliorationdes
modalités de
traitement en

clinique

8. Développement
de kit de
diagnostic

3. Potentiels
candidats

7. Développement
de la technique de
dosage

4. Intégration avec les
données cliniques

N S

6. Validationdu 5. Solides
biomarqueur candidats

-

Figure 27 : Approche translationnelle pour la découverte de biosignatures prédictives de la réponse au
traitement antidépresseur.
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‘task in aged mice
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. Strategies designed to increase adult hippocampal neurogenesis (AHN) may have therapeutic potential

. forreversing memory impairments. H; receptor antagonists/inverse agonists also may be useful for

. treating cognitive deficits. However, it remains unclear whether these ligands have effects on AHN.

. The present study aimed to investigate the effects of a 28-day treatment with S 38093, a novel brain-

: penetrant antagonist/inverse agonist of H3 receptors, on AHN (proliferation, maturation and survival)
in 3-month-old and in aged 16-month-old mice. In addition, the effects of S 38093 treatment on
7-month-old APPSWE Tg2576 transgenic mice, a model of Alzheimer’s disease, were also assessed. In
all tested models, chronic treatment with S 38093 stimulated all steps of AHN. In aged animals, S 38093
induced a reversal of age-dependent effects on hippocampal brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
BDNF-IX, BDNF-IV and BDNF-I transcripts and increased vascular endothelial growth factor (VEGF)
expression. Finally, the effects of chronic administration of S 38093 were assessed on a neurogenesis-
dependent “context discrimination (CS) test” in aged mice. While ageing altered mouse CS, chronicS
38093 treatment significantly improved CS. Taken together, these results provide evidence that chronic
S 38093 treatment increases adult hippocampal neurogenesis and may provide an innovative strategy

© toimprove age-associated cognitive deficits.

. Adult neurogenesis, a process in which new neurons are continuously generated in adulthood, occurs in the
. subgranular zone (SGZ) of the hippocampal dentate gyrus (DG) of adult mammalian brains!™*. Although the
. precise role of this neuronal turnover in the adult brain remains unknown, several studies suggest a relationship
© between neurogenesis and hippocampal-dependent cognitive functions. Indeed, suppression of neurogenesis in
. the DG by X-ray irradiation or treatment with an antimitotic agent impaired hippocampus-dependent learning™®.
. Furthermore, brain-derived neurotrophic factor (BDNF) enhances hippocampal neurogenesis and improves
: learning and mental performance’.

: Recent studies have implicated adult-born hippocampal neurons in context discrimination, a process by
. which similar experiences or events are transformed into discrete, non-overlapping representations®®. Cognitive
. deficits consistent with impaired context discrimination in humans during normal aging and in patients with
. mild cognitive impairment have been also described'’. Thus, strategies that specifically increase adult hippocam-
- pal neurogenesis may have therapeutic potential for reversing hippocampal memory impairments such as those
. seen during normal ageing or in diseases with cognitive decline®!"12,
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Modulation of the histaminergic H3 subtype receptor has been proposed for the treatment of cognitive defi-
cits observed in Alzheimer’s disease (AD)"*~!%. The H3 subtype receptor, which is widely expressed in the brain,
is, among the 4 types of histaminergic receptors, particularly involved in cognitive processes. The H3 receptor
has a mostly pre-synaptic localization on histaminergic neurons and its activation leads to the inhibition of the
synthesis and release of histamine'®. In addition, activation of postsynaptic H3 heteroreceptors on heterologous
nerve endings likely decreases the release of neurotransmitters such as acetylcholine, serotonin, noradrenaline
and dopamine!”!8. Recently, S 38093, an inverse agonist/antagonist of H3 receptors'®, was found to be active at
a mean pharmacological dose of 0.3-1 mg/kg p.o./i.p. in animal behavioral tests of working memory (Morris
water maze in rats; spontaneous alternation and concurrent serial alternation tests in mice; delayed matching
to sample in aged monkeys) and episodic-like memory (social and object recognition tests in rats; contextual
discrimination task in mice)?>*!. § 38093 also improves attention, executive functioning, and cognitive flexi-
bility in MPTP-treated monkeys. Moreover, in line with its H3 antagonist/inverse agonist properties, S 38093
dose-dependently increases extracellular histamine levels in the prefrontal cortex and facilitates cholinergic trans-
mission in the prefrontal cortex and hippocampus of rats after both acute and chronic administrations?. While
these data indicate that S 38093 has pro-attentional and pro-cognitive properties, interestingly they may also
suggest that S 38093 can enhance adult hippocampal neurogenesis. Substantial evidence indicates that cholinergic
neurotransmission regulates adult hippocampal neurogenesis?. Furthermore, depletion of cholinergic input to
the neurogenic niche during the aging process may contribute to spatial memory deficit?.

In this study we investigated the effects of chronic S 38093 administration (0.3, 1 and 3 mg/kg/day p.o., 28
days) on hippocampal neurogenesis (proliferation, maturation and survival) in different mouse models, in young
adult, aged and AD transgenic mice (APPSWE Tg2576). In parallel, biological markers involved in both hip-
pocampal neurogenesis and Alzheimer’s disease, such as BDNF, VEGFA and IGF-1, were evaluated in aged mice.
Finally, the effect of chronic administration of S 38093 (0.3 and 3 mg/kg/day p.o., 28 days) was assessed on a
neurogenesis-dependent task as a model of “context discrimination” in aged mice.

Results
Detailed statistical results are provided in Supplementary Table 1, 2, 3,4, 5, 6 and 7.

Chronic S 38093 administration enhances hippocampal neurogenesis in young adult 129/
SvEvTac mice. Chronic S 38093 administration (0.3 and 3 mg/kg/d p.o., 28 days) significantly increased
proliferation of progenitors in the DG of hippocampus in young adult mice, with similar effects to those obtained
with chronic fluoxetine administration (18 mg/kg/d p.o., 28 days) (4+28.1%,+27.5% and +35.0% of BrdU+- cells
in comparison to vehicle group, respectively (p < 0.01) (Fig. 1A). The same dosing regimen of S 38093 and fluoxe-
tine also significantly increased the survival of newborn cells: +117.1%, +137.5% and 4-122.4% of BrdU-positive
cells in comparison to vehicle group, respectively (p < 0.01) (Fig. 1B). The total number of DCX™ cells was
unchanged after either chronic S 38093 or fluoxetine administration (Fig. 1C), however chronic S 38093 (0.3 mg/
kg/d) or fluoxetine treatment significantly increased the number of DCX™* cells with tertiary dendrites (p < 0.05
and p < 0.01, respectively, Fig. 1D). The maturation index was increased for both doses of S 38093 (0.3 mg/kg/d:
p <0.01; 3 mg/kg/d: p < 0.05, Fig. 1E) and fluoxetine (p < 0.01). Interestingly, S 38093 as fluoxetine, increased
proliferation, survival and maturation not only at the ventral but also at the dorsal part of the DG in 3-month old
129/SvEV Tac mice (Supplementary Figs S2A,B,C,D,E,F). Then, the relative “maturity” of BrdU+- cells was investi-
gated by determining whether they expressed DCX and/or NeuN (Fig. 1F). As expected, the number of immature
BrdU* granule cells (BrdU"/DCX"/NeuN~) decreased in the fluoxetine group, indicating that the immature
cells mature out of the DCX stage more quickly than in the vehicle group (p < 0.01). Both doses of S 38093 also
enhanced maturation of newborn neurons, as the proportion of BrdU*/NeuN™ cells in these groups increased
from 21.9% in vehicle treated animals to 40.9% and 31.3% for S 38093 at 0.3 (p < 0.01) and 3 mg/kg/d (p =0.07).
The number of BrdU*/DCX~/NeuN~ cells, which likely represents astrocytes, did not change across groups (Sup
plementary Figs S4, S5 and S6, Supplemental Movie).

Chronic S 38093 administration enhances hippocampal neurogenesis and facilitates matura-
tion of newborn neurons in aged C57BI/6JRj mice and in the APPSWE model of Alzheimer’s dis-
ease. Aging strongly affects cell proliferation of progenitors (p < 0.001, Fig. 2A), survival (p < 0.001, Fig. 2B)
and maturation of newborn neurons (p < 0.001, Fig. 2C,D). There is a 2-fold decrease in the maturation index
(p <0.01, Fig. 2E). Donepezil at all doses tested had no effect on neurogenesis. Similar to the study in young mice,
S 38093 (0.3, 1 and/or 3 mg/kg) significantly increased cell proliferation, survival, and maturation in the DG of
hippocampus in aged mice relative to vehicle. (Fig. 2A-E). As expected, the number of immature BrdU* granule
cells (BrdUT/DCX*/NeuN~) decreased in 16-month-old aged mice compared to 3-month-old young adult mice
(p<0.01) (Fig. 2F). High doses of S 38093 also increased the maturation of newborn neurons, as the propor-
tion of BrdU"/NeuN™ cells in these groups increased (1 and 3 mg/kg/d: p < 0.05). The proportion of BrdU*/
NeuNT cells in this group decreased from 48.5% in 3-month old mice to 23.7% in 16-month old mice (p < 0.01).
The number of BrdU*/DCX~/NeuN~ cells, which likely represents astrocytes, did not change across groups.
Donepezil did not affect the fate of the proliferating cells compared to vehicle-treated groups.

The neurogenic effects of chronic administration of S 38093 (3 mg/kg/d p.o., 28 days) were next evaluated in
7-month-old AD transgenic mice (APPSWE model). A two-way ANOVA revealed a significant effect of treat-
ment for all the different analyzed parameters for hippocampal neurogenesis. S 38093 increased cell proliferation
and had a strong effect on cell survival (+117%) compared to vehicle group within the same genotype, p < 0.05)
(Table 1). A significant effect of treatment for all the different parameters for maturation was also observed. The
total number of DCX™ cells with tertiary dendrites and the maturation index were also significantly increased
after S 38093 in both genotypes (p < 0.05 and p < 0.01, respectively). Interestingly, chronic S 38093 administration
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Figure 1. Chronic S 38093 administration enhances adult hippocampal neurogenesis in the dentate gyrus
of young adult 129/SvEvTac mice. The effects of chronic administration of S 38093 (0.3 and 3 mg/kg/day p.o.,
28 days) and fluoxetine (18 mg/kg/day p.o., 28 days) on cell proliferation (A), survival (B) and maturation (C-F)
were compared to those of vehicle (purified water). Cell proliferation (A) and survival (B) were expressed by
the number of BrdU™ cells. Maturation was represented by the total number of DCX™ cells (C), the number

of DCX cells with tertiary dendrites (D) and the maturation index of newborn granule cells (E). The fate of
proliferating cells was characterized using co-localization of BrdU™ cells with markers of neuronal maturation
(DCX) or mature neurons (NeuN) (F). Data are expressed as mean &= SEM. A one-way ANOVA was applied to
the data followed by Fisher’s PLSD post hoc analysis as appropriate. *p < 0.05, **p < 0.01 compared to vehicle-
treated mice (n =5-10 mice of 3 months old per group).

also increased the dendritic intersections in both genotypes (one-way ANOVA with repeated measure, p < 0.01),
with a significant effect from 50 to 80 in APPSWE' mice only (p < 0.05). A trend for an increase in dendritic
length after S 38093 was also observed in both genotypes (Supplementary Figs S3A,B,C,D,E and S7).

Chronic S 38093 administration modulates hippocampal expression of genes related to
neurogenesis and hippocampal function. In aged mice, a decrease in the expression of whole BDNF
transcripts (BDNF-IX, —28%, p < 0.05) and BDNF-IV (—40%, p < 0.05) activity-dependent transcripts and
an increase in BDNF-I activity-dependent transcripts (+-57%, p < 0.01) expression were observed compared
to young mice (Fig. 3A,B). No significant age effect was observed on BDNF-VI, VEGF and IGF-1 transcripts
(Fig. 3C-F).

In aged mice, chronic administration of S 38093 (1 and/or 3 mg/kg/day p.o., 28 days) reversed this
age-dependent decrease in BDNF-IX, BDNF-IV and BDNF-I transcripts. Donepezil only reversed the
age-dependent decrease in BDNF-IX transcripts at 0.3 mg/kg/d. In addition, S 38093 at three tested doses (0.3,
1 and 3 mg/kg/d) increased VEGF transcripts compared to vehicle-aged group. However, this increase was only
significant at a dose of 1 mg/kg/d (p <0.01).

We finally evaluated whether or not changes in the levels of histamine H3 receptor transcripts in the mice
hippocampus could be responsible for the difference of sensitivity of H3 receptor to S 38093 in young versus aged

SCIENTIFIC REPORTS | 7:42946 | DOI: 10.1038/srep42946
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Figure 2. Chronic S 38093 administration enhances adult hippocampal neurogenesis in the dentate gyrus
old C57Bl/6JRj mice. The effects of chronic administration of S 38093 (0.3, 1 and 3 mg/kg/day p.o., 28 days)
and donepezil (0.1 and 1 mg/kg/day p.o., 28 days) on cell proliferation (A), survival (B), maturation (C-F)
were compared to those of vehicle (purified water). Cell proliferation (A) and survival (B) were expressed by
the number of BrdU™ cells. Maturation was represented by the total number of DCX* cells (C), the number
of DCX™ cells with tertiary dendrites (D) and the maturation index of newborn granule cells (E). The fate of
proliferating cells was characterized using co-localization of BrdU™ cells with markers of neuronal maturation
(DCX) or mature neurons (NeuN) (F). Data are expressed as mean & SEM. A one-way ANOVA was applied
to the data followed by Fisher’s PLSD post hoc analysis as appropriate. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.0001 for
effects of S 38093 compared to vehicle; #*p < 0.01, **p < 0.0001 for effects of aging in old compared to young
vehicle-treated mice (n =4-8 mice of 3 or 16 months old per group).
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Genotype APPSWEWT APPSWET's
Treatment Vehicle \ $38093 (3 mg/kg/d) Vehicle \ $38093 (3 mg/kg/d)
Proliferation
| Ki67" cells 11580 (£102.9) | 1527.8 (+173.5) [ 12000 (+1132.3) | 1588.0° (154.85)
Survival
| BrdU* cells | 4878(£33.0) | 657.6™ (£729) | 538.6(+47.8) [ 1168.8* (+2182)
Maturation
Total DCX* cells 3280.0 (£361.2) | 4692.0% (£655.1) | 3982.8 (£440.1) | 5030.4* (:659.5)
Total DCX™ cells with tertiary dendrites | 937.3 (£168.95) 1849.2% (+£60.9) 1526.4 (+245.8) 2187.6* (+368.5)
Maturation index 027 (£0.023) | 037 (£0.019) | 036(£0.031) | 0.41%*(£0.027)

Table 1. Effects of chronic S 38093 administration on neurogenesis in the dentate gyrus of hippocampus
in the APPSWE mouse model of Alzheimer’s disease. The effects of chronic administration of S 38093

(3 mg/kg/day p.o., 28 days) on cell proliferation, survival and maturation were compared to those of vehicle
(purified water) in APPSWEYT and APPSWE™ mice. Cell proliferation and survival were expressed by the
number of KI67+ and BrdU™ cells respectively. Maturation was represented by the total number of DCX*
cells, the number of DCX™ cells with tertiary dendrites and the maturation index of newborn granule cell. Data
are expressed as mean & SEM. A two-way ANOVA was applied to the data. A significant effect of treatment

for all the different analyzed parameters was observed in both genotypes (*p < 0.05, **p < 0.01). Significant
interaction for Survival parameter was followed by Fisher’s PLSD post hoc analysis. **p < 0.01 compared to the
APPSWE"T/vehicle group and APPSWE'8/vehicle group.

mice. Results showed that there is no age or treatment effect on the H3 receptor transcripts expression in the hip-
pocampus. Indeed, the level of H3 transcripts of aged mice treated or not with the highest dose of S 38093 (3 mg/
kg/day) was not statistically different from that of 3-months old animals (Fig. 3G).

Chronic S 38093 administration increases context discrimination in aged C57BI/6JRj mice.
Aging significantly alters “context discrimination” in a contextual fear conditioning paradigm as previously
described*!. We confirmed these findings using a context discrimination task (Fig. 4A,B,C and D). We next
assessed whether S 38093 could reverse these age-dependent effects. A two-way ANOVA with repeated measured
revealed that the difference in the percent time spent freezing between the two similar contexts was significantly
different beginning on day 7 for the vehicle group (day 7: p < 0.01; day 8: p < 0.001, Fig. 4F). After a low dose of
a chronic S 38093 administration (0.3 mg/kg/d p.o., 28 days), animals displayed a difference in the percent time
freezing between the two contexts starting at day 5 (0.3 mg/kg/d: day 5-6: p < 0.01; day 7-8: p < 0.001, Fig. 4G).
For the highest dose tested (3 mg/kg/d p.o., 28 days) a significant effect of treatment was observed (p < 0.001,
Fig. 4H). Overall, S 38093-treated mice began discriminating between the two similar contexts earlier than the
vehicle group. Therefore, the S 38093-treated mice showed an increase in their discrimination ratio as early as day
5 compared to vehicle-treated animals (p < 0.05, Fig. 4I).

Discussion

Strategies that increase adult hippocampal neurogenesis have been researched for their therapeutic potential
as antidepressants®. Here, we suggest that such strategies may also be useful for treating hippocampal memory
impairments as those seen during normal ageing® or for preserving cognitive capacity?®. This is the first study
suggesting that H3 receptor antagonists/inverse agonists may be a novel strategy for increasing adult hippocam-
pal neurogenesis, and thus H3 may be a new target for treating depression®” or cognitive deficits'*"". Using a
novel brain-penetrant antagonist and inverse agonist of both rodent and human H3 receptors®*?!, we found that
chronic S 38093 treatment at all tested doses increased both proliferation and survival of immature neurons in
the adult DG of the hippocampus of 129SvEv mice (Fig. 1), a well validated strain to investigate pro-neurogenic
activity of compounds?. Moreover, we demonstrated that chronic low dose of S 38093 stimulates maturation of
immature granule cells. A larger fraction of DCX* cells possessed tertiary dendrites after chronic S 38093 treat-
ment, suggesting a more complex dendritic arborization. Overall, newborn neurons underwent an accelerated
maturation after chronic S 38093 treatment, as shown by the increased proportion of newborn cells that ceased to
express the immature neuronal marker DCX. Interestingly, the H3 receptor antagonist/inverse agonist produced
similar neurogenic effects as chronic fluoxetine?. In the hippocampus, there is very low H3 mRNA expression
in the CAl field of Ammon’s Horn and moderate expression in the pyramidal cell layer of the CA3 field. In the
DG, intense labeling is found in the subgranular zone, with lower signals in the granular layer®. ['*C]-S 38093-2
binding has been observed in brain areas where H3 receptors are present including the hippocampal formation
(DG and subiculum)?!'. Moreover, we previously demonstrated that S 38093 facilitated cholinergic transmission in
the prefrontal cortex and the hippocampus of rats after administration®*?!. The hippocampus receives abundant
cholinergic innervation and ACh plays an important role in learning but can also regulate adult hippocampal
neurogenesis®!. More specifically, changes in forebrain ACh levels primarily influence the proliferation and/or
the short-term survival of adult born neurons through activation of muscarinic receptor subtypes M1 and M4
located on the newly born cells. We cannot rule out that the increase in adult hippocampal neurogenesis may have
also been induced via increases in monoamine levels. Serotonin, dopamine, and noradrenaline are all involved in
different steps of adult hippocampal neurogenesis?.
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Figure 3. Transcriptional effects in hippocampus of aging and chronic S 38093 administration in old
C57Bl/6]JRj mice. The effects of aging and of chronic treatment with S 38093 (0.3, 1 and 3 mg/kg/day p.o., 28
days) donepezil (0.1 and 1 mg/kg/day p.o., 28 days) on hippocampal activity-dependent exons of BDNF (A-C),
total BDNF (D), VEGFA (E), IGF1 (F) and H3R (G) gene expression were quantified. Data are expressed as
mean £ SEM. *p < 0.05 and **p < 0.01 for effects of S 38093 compared to vehicle. A one-way ANOVA was
applied to the data followed by Fisher’s PLSD post hoc analysis as appropriate. *p < 0.05, *p < 0.01 for effects of
aging in old compared to young vehicle-treated mice (n =5-7 mice of 16 months old per group).
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Figure 4. Chronic S 38093 administration improves context discrimination in old C57Bl/6JRj mice.
Schematic of the Context discrimination task protocol used to evaluate the effects of age (A). Freezing duration
in percentage between contexts A and B in 3-month-old animals (B) and in 16-month-old animals (C).
Discrimination ratio in young and old mice (D) (n = 12-15 young adult or aged mice per group). Schematic

of the Context discrimination task protocol used to evaluate the effects of S 38093, a histamine H; antagonist/
inverse agonist (E). 28 days after the start of treatment, on “day 1” the animals were only exposed to shock
context A and on every subsequent day animals were exposed to shock context A then the similar non-shock
context B in that order. Context discrimination was measured as the percentage of freezing behavior in both
contexts for vehicle (purified water) (F), S 38093 0.3 mg/kg/day p.o. (G) and S 38093 3 mg/kg/d p.o. (H) groups.
Discrimination ratios were then calculated across days for each treatment group (I). A two-way ANOVA with
repeated measures was applied to the data. Significant main interactions were followed by Fisher’s PLSD post
hoc analysis. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.0001 for effects of age (Fig. 4B,C,D) or **p < 0.01, ***p < 0.0001 for
effects of treatment (Fig. 4FG,H) (n=12-15 young adult or aged mice per group). ***p < 0.001 for comparisons

between young adult and old mice. %p < 0.05 planned comparison between S 38093 (0.3 or 3 mg/kg/d) and
vehicle group for discrimination ratios (Fig. 4I).
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Since the pro-neurogenic effects of S 38093 appeared promising in adult 129SvEv mice, we also evaluated the
consequences of a chronic treatment in aged 16-month old mice. Normal rodent aging is associated with atten-
uation of hippocampal neurogenesis®*? (Fig. 2), and this age-dependent reduction in adult neurogenesis may
contribute to cognitive decline®. In our study, we first confirmed that ageing induced a 5-fold decrease in cell pro-
liferation, cell survival, maturation, and dendritic arborization of neurons in the DG of the mouse hippocampus.
We then looked at the relative “maturity” of BrdU*/NeuN cells based on whether or not they expressed DCX in
aged mice. We found an increase in the production of immature neurons and a decrease in the number of newly
formed adult neurons. Interestingly, unlike donepezil, a compound used to treat Alzheimer’s disease, chronic
treatment with S 38093 increased cell proliferation (0.3 to 3 mg/kg/day) and survival (1 and 3 mg/kg/day) in the
DG of the hippocampus of aged mice. We also observed for the high dose (3 mg/kg/day) an increase in the matu-
ration of neurons, the complexity of their dendritic arborizations, and an increase in the number of newly formed
adult neurons. If chronic S 38093 did not fully restore the age-dependent deficit in neurogenesis, it showed that
stem cell reactivity is still occurring during aging. Since the lowest dose (0.3 mg/kg/day) was the most efficient to
stimulate adult hippocampal neurogenesis in young adult mice (3 month-old) and the highest dose (3 mg/kg) in
aged animals (16-month-old mice), we evaluated whether changes in H3 receptor transcripts could highlights the
difference of sensitivity of H3 receptor to S 38093 during aging. We confirmed previous results** showing that H3
receptor transcripts levels and functionality is unlikely affected during aging.

It is likely that the S 38093-induced effects on dendritic morphology, maturation, and synaptic plasticity are
mediated by neurotrophic factors. Indeed, growth factors, including brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
and vascular endothelial growth factor (VEGF) are upregulated after chronic S 38093 treatment (Fig. 3). The
observed variations of expression of BDNF-IX (total BDNF) and BDNF-IV (activity-dependent transcript)
induced by either aging or chronic S 38093 administration (3 mg/kg) are associated with changes in various steps
of neurogenesis and this association has been previously observed in the literature®*?>. While restoring baseline
levels of BDNF is of therapeutic interest, it is the ability to induce activity-dependent BDNF in response to a stim-
ulus that can enhance neuronal survival and plasticity. In the DG, blockade of histamine H3 receptors located
on perforant path terminals with chronic S 38093 could prevent the inhibition the release of glutamate®. Indeed,
glutamate signaling is known to induce expression of neurotrophic factors, such as brain-derived neurotrophic
factor (BDNF)?>*¥’. Furthermore, decreases in VEGF levels are found in the hippocampus of aging patients®® and
in rodents®, and chronic VEGF administration ameliorates memory impairments in an APP transgenic mouse
model of Alzheimer’s disease?. In this study, while no effect of age on VEGF expression was observed, chronic S
38093 administration enhanced VEGF levels in the hippocampus of aged mice.

In this study, we found that chronic S 38093 treatment in aged animals increased the proportion of BrdU*/
NeuN*/DCX™ cells (Fig. 2E). These young neurons combined with an increase in dendritic complexity make a
major contribution to ACSF-LTP%, which may improve cognition. By contrast, deficits in adult hippocampal
neurogenesis may impact learning. The DG is a subregion of the hippocampus proposed to play a role in con-
text discrimination, a process by which similar experiences or events are transformed into non-overlapping rep-
resentations®*!. Sahay and colleagues suggested that strategies designed to specifically increase adult hippocampal
neurogenesis, by targeting cell death of adult-born neurons or other means, may have therapeutic potential for
reversing impairments in context discrimination such as that seen during normal aging®. Given that chronic S
38093 increased adult hippocampal neurogenesis, we finally explored whether it could also be used to treat cog-
nitive decline®# by assessing the effects of administration in a context discrimination task. As expected, young
mice, which have significantly higher levels of neurogenesis, showed context discrimination by day 3 while aged
mice did not show discrimination until Day 11. In humans context discrimination has been shown to decline
with both normal aging, and in patients with Mild Cognitive Impairment (MCI), and is thought to be impaired
in other psychiatric and neurological conditions including Alzheimer’s disease and anxiety-related disorders®. In
fact, impaired contextual fear discrimination may result in a bias to encode ambiguous cues as threatening and
may underlie the excessive generalization observed in posttraumatic stress disorder and panic disorder. Mice
treated with either the low (0.3 mg/kg/day) or high dose (3 mg/kg/day) of S 39093 showed significant discrimina-
tion by Day 5, while vehicle treated aged mice did not show discrimination until Day 7.

Taken together, this study provides evidence that chronic treatment with a S 38093, a novel brain-penetrant
antagonist/inverse agonist of H3 receptors, results in a normalization of age-dependent behavioral decline pos-
sibly through the release of growth factors (e.g., VEGF and BDNF), which in turn could underlie the increased
proliferation of neural progenitors and facilitated maturation of young hippocampal neurons not only in adult
animals but also in aged mice and AD mouse model.

Methods
Animals. Neurogenesis study. Study in young mice. Eighty adult (8 weeks old at the start of the protocol)
male mice of 129/SvEv Tac strain (Taconic Farms, Denmark) were used for the neurogenesis study.

Study in aged mice. One hundred and five C57Bl/6]JRj male mice, 15-month-old (25-30 g, Janvier Farms,
France) and twenty 2-month-old mice at the start of the protocol were used for the neurogenesis study in old
animals (3-month-old and 16-month-old at the end of the protocol).

Study in animal model of Alzheimer’s disease. Neurogenesis was also assessed in thirty transgenic male
APPSWE-Tg2576 mice (B6; SJL-Tg(APPSWE)2576Kha; model 1349-RD1, Taconic Farms) and their wild-type
littermates. Transgenic mice and their littermates received at 2 months old and were kept at the animal facility
until their sacrifice at 8 months old.
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Mice were maintained under standard conditions (12/12 h light/dark cycle, lights on at 6 AM, 22 £ 1°C, food
and water ad libitum, 5 mice/cage). All behavioral testing and gavage were performed during the light cycle.

The protocols involving animals and their care were conducted in conformity with the institutional guidelines
that are in compliance with national and international laws and policies (Council directive #87-848, October 19,
1987, Ministere de lAgriculture et de la Forét, Service Vétérinaire de la Santé et de la Protection Animale, permis-
sions #92-256B to DJD; NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals) and in compliance with proto-
cols approved by the Institutional Animal Care and Use Committee (CEE26 authorization 2012-099; Institutional
Animal Care and Use Committee of Columbia University and the Research Foundation for Mental Hygiene, Inc.).

Behavioral study. Behavioral experiments were conducted in 2 separate cohorts of thirty-nine 15-month-old
male C57Bl/6JRj mice (Cohort 1: treatment effect) and fifteen 15-month-old male and fifteen 8-week-old
C57Bl/6]Rj mice (Cohort 2: age effect) (Charles River, Raleigh, North Carolina, USA) at the start of the protocol.

The mice were housed in groups of two to five per cage and had access to food and water ad libitum. The mice
were maintained on a 12:12 light/dark schedule and all behavioral testing and gavage was performed during the
light cycle. Animal protocols were approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of Columbia
University and the Research Foundation for Mental Hygiene, Inc. and were in compliance with the NIH Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals. Care was taken to minimize the both the number of animals used
and their suffering.

Drugs and treatment. Drugs. Behavioral and neurogenic effects of S 38093 (Servier, France) were
compared to fluoxetine hydrochloride (Anawa Trading (Zurich, Switzerland) or Donepezil hydrochloride
(Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France).

Neurogenesis study.  Study in young mice (Supplementary Fig. S1A). In two independent cohorts, the effects
of chronic S 38093 treatment (0.3 and 3 mg/kg/day, oral gavage, 28 days) on adult hippocampal neurogenesis
were tested in 3-month-old mice. Proliferation of progenitors was studied in the first cohort, whereas survival of
immature new born neurons and neurons maturation in the DG in the second one. The effects of S 38093 were
compared to those of fluoxetine (18 mg/kg/day, oral gavage) and of vehicle (purified water).

Study in aged mice (Supplementary Fig. S1B). Three doses of S 38093 (0.3, 1 and 3 mg/kg/day, oral gavage) were
tested in 16-month-old mice after chronic oral treatment (28 days) for proliferation of progenitors, survival of
immature newborn neurons and neurons maturation in the DG. The effects of S 38093 were compared to young
and aged control group receiving purified water by gavage as vehicle and also to a donepezil-treated group (0.3
and 1 mg/kg/day p.o.).

Study in an animal model of Alzheimer’s disease (Supplementary Fig. S1IC). S 38093 (3 mg/kg/day, oral gavage)
or its vehicle (purified water) were administered to 7-month-old wild type and transgenic model of Alzheimer’s
disease (APPSWE-Tg2576 mice) during 28 days to assess proliferation of progenitors, survival of immature new-
born neurons and neurons maturation in the DG.

Behavioral study. S 38093 (0.3 and 3 mg/kg/day, oral gavage) or its vehicle (purified water) were administered
chronically during 28 days, before starting the behavioral experiment (Supplementary Fig. S1D).

Immunohistochemistry. The effects of chronic treatment with S 38093, a novel brain-penetrant antago-
nist/inverse agonist of H; receptors, on AHN (proliferation, maturation and survival) were assessed in 3- and
16-month-old mice and in 7-month-old APPSWE Tg2576 transgenic mice, a potential model of Alzheimer’s
disease. To this end, after 4 weeks of treatment, animals were anesthetized with ketamine and xylazine (100 mg/
ml ketamine; 20 mg/ml xylazine), then perfused transcardially (cold saline for 2 min, followed by 4% cold para-
formaldehyde at 4°C). The brains were then removed and cryoprotected in 30% sucrose and stored at 4 °C. Serial
sections (35 pm) were cryosectioned through the entire hippocampus (—1.10 to —3.80 mm relative to Bregma
according to Franklin and Paxino’s brain atlas (2008)* and stored in PBS with 0.1% NaNj. Since there is a differ-
ential contribution of adult hippocampal neurogenesis to cognition and mood along the septotemporal axis of
the dentate gyrus, the effects of S 38093 and fluoxetine along the septotemporal axis on proliferation, maturation,
survival and neurogenesis were also analyzed (Supplemental Fig. 2). The coordinates used to dissociate the dorsal
and ventral hippocampus were based on previous publications*>*: from —1.10 to —2.50 mm relative to Bregma
for the dorsal hippocampus and from —2.50 to —3.80 mm for the ventral hippocampus according to Franklin and
Paxino’s brain atlas (2008)*4.

Proliferation study. 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) or Ki67 labeling were used for proliferation study in the
DG of young adult mice. BrdU (150 mg/kg i.p.) was administered 2 h before sacrifice and processed as previously
described®. Briefly, for DAB staining, sections were mounted on slides and boiled in citric acid (pH 6.0) for 5min,
rinsed with PBS. Peroxydase was quenched by 0.3% H,0, in 0.1 M TBS. Sections were treated with 0.01% trypsin
in Tris/CaCl, for 10 min. Brain sections were incubated for 30 min with 2N HCI and blocked with 5% NGS.
Sections were then incubated overnight at room temperature with anti-mouse BrdU (1:100) (Becton Dickinson,
France). After washing with PBS, sections were incubated for 1 hr with secondary antibody (1:200 biotinylated
goat anti-mouse, Vector, Burlingame, CA) followed by amplification with an avidin-biotin complex. The staining
was visualized with DAB.

In aged and AD transgenic mice (APPSWE Tg2576), proliferation of progenitors was assessed using Ki-67 as
a marker for cell division. Ki-67, a nuclear protein expressed in all phases of the cell cycle except for GO, can be
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used as an endogenous marker alternative to BrdU incorporation?’. Ki-67 immunohistochemistry as described
previously®. Briefly, sections were washed in PBS, blocked (PBS containing 0.3% triton and 10% NDS) and incu-
bated with primary antibody overnight at 4 °C (Ki67 rabbit, 1:100, Vector, Burlingame, CA). Following washes in
PBS, sections were incubated with fluorescence coupled rabbit secondary antibody (Jackson ImmunoResearch,
France). Using a BX51 microscope (Olympus, Germany), 1/6 and 1/12 of the hippocampus were counted for
BrdU" or KI671 cells respectively by treatment-blind experimenter.

Survival study. Young adult, aged and AD transgenic mice (APPSWE Tg2576) mice were administered BrdU
(150 mg/kg i.p. twice a day, for 3 days) 4 weeks before sacrifice. We then proceeded as described previously using
a similar DAB protocol to count BrdU™ cells.

Doublecortin (DCX) labelling for maturation index study. 'The immunohistochemistry protocol was adapted
from David et al.?>. For doublecortin staining, the procedure consisted of the following steps: 1 hr incubation in
0.1 M TBS with 0.5% Triton X-100 and 10% normal donkey serum (NDS), followed by goat anti-doublecortin
primary antibody (1:100) in TBS/Tx/NDS for 24 hrs at 4 °C. The secondary antibody was biotinylated don-
key anti-goat (1:500) in TBS/NDS for 1hr at room temperature, followed by a 1hr amplification step using
an avidin-biotin complex (Vector, USA). DCX-positive (DCX") cells were subcategorized according to their
dendritic morphology: DCX™ cells and DCX™ cells with tertiary (or higher order) dendrites. The maturation
index was defined as the ratio of DCX™ cells possessing tertiary dendrites to the total number of DCX" cells as
described previously*®. 1/12 of the hippocampus was counted using a BX51 microscope (Olympus, Germany) by
treatment-blind experimenter.

Immunohistochemistry and confocal imaging for maturation study. Immunohistochemistry was performed in
the following steps: 2h incubation in 1:1 formamide/2xSSC at 65 °C, 5min rinse in 2xSSC, 30 min incubation
in 2N HCl at 37°C, and 10 min rinse in 0.1 M boric acid, pH 8.5, 2h incubation in 0.1 M PBS with 0.3% Triton
X-100, and 5% normal donkey serum. Sections were then incubated overnight at 4 °C in primary antibodies for
doublecortin (goat 1:500; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), bromodeoxyuridine (BrdU; rat; 1:100;
Serotec, Oxford, UK) and neuronal-specific nuclear protein (NeuN) (mouse; 1:500; Chemicon, Temecula,
CA). Then fluorescent secondary antibodies were used. All secondary antibodies were purchased from Jackson
ImmunoResearch (France). Approximately 6 sections per animal and 20-30 BrdU+ cells per treatment group
were analysed (n =4-5 animals per conditions) Among the BrdU™ cells, the percentage of BrdU*/DCX*/NeuN",
BrdU*/DCX*/NeuN" and BrdU*/DCX /NeuN" cells were evaluated for each treatment group. All cell counting
for triple-stained sections were done using a Zeiss LSM 510 confocal microscope (X63 magnification).

Sholl analysis.  For Sholl analysis, DCX* cells with tertiary, relatively untruncated dendritic branches were
traced for each 35 um hippocampal slice using Neurolucida software (MicroBrightField, Williston, VT) on an
Olympus BX51 microscope equipped with a motorized stage device and x100 immersion oil objective. DCX
immunohistochemistry was done to maximize the labelling of dendrites. Sholl analysis for dendritic complex-
ity was performed using the accompanying software (NeuroExplorer; MicroBrightField, version 10), calculat-
ing dendritic complexity including dendritic length and number of intersections (branch points) as described
previously*.

Behavioural analysis. Contextual Fear Discrimination. The context discrimination task consisted of an
8-day contextual fear discrimination paradigm in which the mice had to learn to distinguish between a fearful
shock context and a similar non-shock context. On day 1 the mice were only exposed to the training shock con-
text, and on days 2-8 the mice were exposed to the shock and then non-shock context in that order each day.
The mice were run through the context discrimination task starting at 10 am and ending at 2 pm and were then
gavaged with vehicle or S 38093 at 4 pm each day. The drug and vehicle were always administered after behavioral
testing to avoid possible acute effects of the drug on behavior. Learning was measured by the percent time the
mice spent freezing and testing was terminated when percent freezing was consistently significantly different
between the two contexts. The mice were tested after 29 days of drug treatment. Conditioning was conducted on
one side of a Med-Associates shuttle box (ENV-010MC; 20.3 cm x 15.9 cm x 21.3 cm high) with a clear plexiglass
wall, 3 aluminum walls and a stainless steel grid as a floor. Mouse behavior was recorded by digital video cameras
mounted above the conditioning chamber. Freezeframe and Freezeview software (Actimetrics, Evanston, IL)
were used for recording and analyzing freezing behavior, respectively. In training context A, mice were allowed
to habituate in new cages outside the room and were then brought into the room in the new cages. The house
fan and house light (CM1820 bulb) were turned on, the stainless steel grid was exposed, the plexiglass wall was
up and a mild anise scent was used as an olfactory cue. The door to the sound dampening enclosure was shut
for the duration of the trial. 180 s after the mice were placed in the training context, they were delivered a single
footshock of 0.75mA lasting 2s. 15 after the end of the footshock, the mice were placed back into their home
cages. Non-alcoholic antiseptic wipes were used to clean the grids and catch trays in between trials. An hour later
the mice were brought into the room in paper buckets and put into similar context B. The house fan and house
light were turned off, the door of the enclosure was left ajar, plastic placemat sheets were put into the shuttle box
to make a high-walled circular enclosure, the plexiglass wall was left down and a mild lemon scent was used as the
olfactory cue. The stainless steel grid, a salient feature of both contexts, remained exposed. The mice stayed in the
chambers for 180s without receiving a footshock and were placed back into their home cages. 70% ethanol was
used to clean the grids and catch trays between trials. The discrimination ratio allowed for evaluation of discrim-
ination between the two contexts and was computed as follows: A = freezing in context A, B = freezing in context
B, and the discrimination ratio=A/(A + B). Larger values indicate better discrimination.
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Brain areas microdissection. Animals were sacrificed by cervical dissociation. Brains were quickly
removed and put in ice-cold slurry of 0.9% NaCl. Three consecutive rostra-caudal sections from Bregma —
0.82mm to —5.00 mm (Franklin and Paxinos, 1997) were collected by using a Mouse Brain Matrice (RBMA-
200C, World Precision Instruments Inc., USA) and transferred into RNA stabilization solution (RNAlater,
Ambion®, Applied Biosystems, France). Hippocampus was then separated under the microscope. All samples
were stored in RNAlater at —80 °C until RNA extraction. LPH and Decorin expression were used as markers to
confirm the quality of dissection of tissues as described previously*.

RNA extraction. Total RNA was isolated from frozen tissue samples using TRIzol (Invitrogen, Carlsbad,
Calif.) and according to the manufacturer’s protocol. RNA quality was assessed using the Biophotometer
(Eppendorf) and gel electrophoresis with the RNA LabChip® 6000 Nano kit (Bioanalyzer® 2000, Agilent
Technologies). RNA quality cutoff values was OD ratio 260/230 > 1.6 nm and OD ratio 260/280 ratio >1.7 nm,
and RIN (RNA Integrity Number) >7.0. 0.5 pg of total RNA was then reverse-transcribed and converted into
double-stranded cDNA using the qScript cDNA Synthesis Kit (Quanta Biosciences, Gaithersburg, Maryland).

Real-Time qPCR. In brief, small PCR products (70-160 base-pairs) were amplified in quadruplets on an
BioRad real-time PCR machine (CFX-96), using universal PCR conditions (65-59 °C touch-down, followed by
35 cycles (15s at 95°C, 10s at 59°C and 10s at 72°C)). cDNA was amplified in 20 pl reactions (3 mm MgCIl2,
200nM dNTPs, 200 nM primers, 0.5 unit Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)).
The primer position for genes of interest was decided after an alignement of the sequence using BLAT (http://
genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat). Primers were then designed using Primer 3 Plus, and if applicable, one of the
primer matched the sequence corresponding to the probeset of the gene. For each gene, 2 pairs of primers were
first tested and the most robust pair were kept for qPCR analysis. Primer dimers were assessed by amplifying
primers without cDNA. Primers were retained if they produced no primer dimers or nonspecific signal only after
35 cycles. Results were calculated as the geometric mean of relative intensities compared to three internal controls
(ACTIN, GAPDH, PPIA).

Statistical analysis. For the neurogenesis study, data are presented as means + SEM for BrdU, Ki67 or DCX
or BrdU"/DCX*/NeuN~, BrdU*/DCX*/NeuN*, or BrdU+ /DCX~/NeuN™ labeling -positive cells (Figs 1 and
2). For the real-time qPCR experiments, data are presented as means average expression (in %) £SEM (Fig. 3).
For the context discrimination task that models “context discrimination’, data are presented as means = SEM for
freezing (%) or discrimination ratio (Fig. 4). All data were analyzed by one-way ANOVA or two-way ANOVA
with repeated measures were applied to the data as appropriate. Significant main effects and/or interactions were
followed by Fisher’s PLSD post hoc analyses. Discrimination ratio was analyzed following a planned comparison
(Fig. 4I).

Differences were considered significant when P <0.05. All analyses were conducted using Prism 6.0 h software
(GraphPad).
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Abstract

Aging is commonly associated with increased incidence of depression and anxiety
disorders and declines in cognitive functions. Additionally, stress is commonly
associated with development of depression and anxiety, and its effects vary with age.
Our hypothesis is that age or chronic corticosterone administration (CORT) in young
animals would induce similar effects on hippocampal gene expression in mice. 2- and
16-months old C57BL/6JRj mice were exposed to a 7-weeks corticosterone
administration before dentate gyrus (DG) dissection. Gene expression changes in the
DG were analyzed using microarray. Aging effects on gene expression in the DG
differed, however slightly between untreated and CORT-treated animals. Comparatively,
CORT effects strongly differed between young and old animals, with very few genes
(=5%) commonly altered in both conditions. Interestingly, CORT effects in young animals
on gene expression showed strong similarity to effects of age. Additionally, age related-
genes were more susceptible to CORT-induced changes in young animals and
conversely, CORT-related-genes in young animals were more susceptible to age-
induced changes. CORT had differential effects between young and old animals: while it
exerts pro-depressive and pro-aging effects in young, it has anti-aging effects in old at
the transcriptomic level. Our results confirm the age-by-disease interactions and

highlight the complex regulation of corticosterone on age-dependent mechanisms.
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Introduction

In our society the concept of aging is often associated with time of reflection, being wise,
time of rest from career or family issues. However, aging increases the risk for
neuropsychiatric and neurological disorders (Reynolds and Kupfer, 1999). Particularly,
depression is the most common mental health problem in the elderly, and will
supposedly affect more than 20% of the world population by the year 2025 (WHO,
2001). Among the various correlates of aging, increased incidence of low mood, declines
in certain cognitive functions and increased risk of suicide have been reported (Steffens
and Potter, 2008, Fiske et al., 2009, Steffens et al., 2006). However, aging is not a

pathology and mood disorders do not necessarily increase with age (Lenze et al., 2005).

Clinical and preclinical evidence suggests that the hypothalamic pituitary adrenal (HPA)
axis may be implicated in the aging process. Several clinical studies demonstrated that
elderly patients display higher cortisol levels (in saliva or serum), an age-related
impairment of HPA sensitivity to steroid feedback (Ferrari et al., 2001, Kumari et al.,
2010, Rhebergen et al., 2015) and decreased mineralocorticoid receptors function
(Berardelli et al., 2013). Elderly may display flatter diurnal cortisol secretion patterns
compared to younger individuals (Kumari et al., 2010). Brain aging may also depend
upon the cumulative exposure to increasing glucocorticoids levels with age (Ferrari et
al., 2001). In parallel, aged rodents display overactive HPA-axis, decreased
mineralocorticoid and glucocorticoid receptors hippocampal levels and attenuated
glucocorticoid feedback (Kasckow et al., 2009, Lee et al., 2012, Murphy et al., 2002,
Gupta and Morley, 2014, Hibberd et al., 2000).

In rodents, major depressive disorders can be modeled through pharmacological
manipulation of the HPA-axis (David et al., 2009), leading to HPA-axis dysfunction. This
phenomenon has been implicated in depression, with depressed patients that display
HPA-axis hyperactivity (Pariante and Lightman, 2008, Belvederi Murri et al., 2014).
Increase in peripheral corticosterone levels in male C57BL/6 mice has been shown to
robustly alter animals’ behavior, including deficits in emotion-related behavior (David et
al., 2009, Guilloux et al., 2011, Hill et al., 2015, Darcet et al., 2014, Rainer et al., 2012),
HPA-axis dysfunction associated with physiological changes (David et al., 2009, Hill et
al., 2015), and altered circadian rhythms / sleep rhythms (David et al., 2009, Le Dantec
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et al., 2014), which resembles symptoms observed in human major depressive disorder
(MDD). Besides increased emotionality, chronic corticosterone exposure has been

shown to alter cognitive behavior in mice (Darcet et al., 2014, Darcet et al., 2016).

Numerous studies have implicated several brain regions in the context of MDD, including
prefrontal cortex, hippocampus and amygdala in mood disorders. Among them, the
dentate gyrus of the hippocampus in adult are known to be sensitive to the effects of
chronic antidepressant drug treatment, and changes in their morphology have been
observed following depressive episodes (Miller and Hen, 2015, Treadway et al., 2015).
The hippocampus is also one of the sites that undergo the earliest changes due to
aging. For instance, neurogenesis, but also numerous hippocampal-dependent cognitive
functions, are known to decline with aging. Thus the hippocampus, and more specifically
the dentate gyrus is a key region to study the molecular effects of chronic corticosterone
exposure (as a way to induce anxio-depressive like phenotype) and/or of aging, and

explore the transcriptomic impact of this age-by-disease interaction.

At the genome-wide levels, prior reports showed a strong age-by-disease interaction in
the context of neurological diseases (Glorioso et al., 2011) and more specifically in the
context of MDD (Douillard-Guilloux et al., 2013). A strong overlap between age- and
MDD-related genes has been shown, with changes in the same direction. Overall these
post-mortem studies proposed accelerated aging as a hallmark of MDD and/or may
confer to greater vulnerability to develop MDD. Yet, this hypothesis has not been

confirmed in rodent models of the disease.

Given these evidences, we hypothesized that chronic corticosterone administration in
young adult mice would induce gene expression changes in the dentate gyrus similar to
those observed with aging. Given the changes in HPA-axis activity in old animals, we
expected that CORT exposure would induce differential effects in old versus young

animals at the transcriptomic levels.

Methods

Animals

Young (2 months old, n=10) and aged (16 months old, n=10) C57BL/6JRj mice (Janvier

Labs, France) were maintained under standard conditions (12/12h light/dark cycle, lights
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on at 6AM, 22 + 1°C, food and water ad libitum, 5 mice per cage). The protocols
involving animals and their care were conducted in conformity with the institutional
guidelines that are in compliance with national and international laws and policies and in
compliance with protocols approved by the Institutional Animal Care and Use Committee
(CEE26 authorization 2012-099).

Treatment

Corticosterone (4-pregnen-11b-diol-3 20-dione 21 hemisuccinate, CORT from Sigma-
Aldrich, France) was dissolved in vehicle (0.45% hydroxypropyl--cyclodextrin, 3-CD
from Sigma-Aldrich, France) and administered in drinking water in opaque bottles at the
dose of 35 ug/ml (equivalent to 5 mg/kg/day). Corticosterone was administered for 7
weeks before microarray testing. Control animals received vehicle (B-CD) in drinking

water during the entire experiment.
Brain areas microdissection

After cervical dislocation, brains were removed during the light phase. Hemispheres
were then separated and thalami removed, allowing access to the hippocampus and to
dentate gyrus dissection (see (Hagihara et al., 2009)). Dentate Gyri were placed in RNA
stabilization solution (RNAlater, Ambion®, Applied Biosystems, France) and stored at -

80°c before RNA extraction.
RNA extraction

RNA was extracted using Qiagen RNAeasy Mini Kit (Qiagen, USA) and following all
steps recommended by the manufacturer. At the last step, RNA was re-suspended in
15ul of RNAse-free water to allow for a high final concentration of RNA. RNA
concentrations and quality were determined using a NanoDrop® spectrophotometer
(NanoDrop technologies, USA) and a RNA LabChip® 6000 Nano kit (Agilent
Technologies, USA). RNA quality cutoff values was OD ratio 260/230>1.6 nm and OD
ratio 260/280 ratio>1.7 nm, and RIN (RNA Integrity Number) > 7.0.

Microarray experiments

Samples were processed for hybridization onto Affymetrix GeneChip® Mouse Gene 2.0

ST Array, allowing for the analysis of >35,000 coding and non-coding transcripts.
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Analysis was performed using Partek GS software. Group differences were observed
using a 2-way ANOVA model with 2 main factors (age and treatment). Post-hoc
analyses were then performed to dissect the effects of age and/or CORT on gene

expression in the dentate gyrus.
Functional analysis

Selected genes were overlaid on the global molecular network of Ingenuity Pathway

Analysis (Ingenuity® Systems, www.ingenuity.com) allowing for generation of gene

networks based on their connectivity. Their score takes into account the relative
numbers of network eligible molecules, of molecules analyzed and the total number of
molecules in the Ingenuity’s knowledge base. Disease links are generated on literature-

based association with illness by IPA (Gaiteri et al., 2010).
Reverse Transcription and Real-Time qPCR

0.5 pg of total RNA was then reverse-transcribed and converted into double-stranded
cDNA using the gScript cDNA Synthesis Kit (Quanta Biosciences, Gaithersburg,
Maryland). In brief, small PCR products (70-160 base-pairs) were amplified in
quadruplets on an BioRad real-time PCR machine (CFX-96), using universal PCR
conditions (65°C-59°C touch-down, followed by 35 cycles (15 s at 95°C, 10 s at 59°C
and 10 s at 72°C)) (Xia et al., 2012). cDNA was amplified in 20 pl reactions (3 mm
MgClI2, 200 nM dNTPs, 200 nM primers, 0.5 unit Platihum Taq DNA polymerase
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Primers were designed using Primer 3 Plus. 36 genes
were tested for gPCR (ARC, BDNFIX, CALB2, CAMK2D, CAMK4, CCND2, CADPS,
CHRNA7, DCX, DRD1A, DRD2, EGR2, EPHA2, EPHB2, FOS, GABRA2, ACTIN,
CYCLO, GAPDH, GAD1, GFAP, GPC2, HTR1A, HTR1B, HTR4, HTR6, HTT, JAK2,
MC4R, MTOR, NDNF, NES, PTGS2, SLC6A1, SLC6A3, SOX4, SSTR2, TPH1, VAMP2,
VEGFA). The selection of genes tested for gPCR was based on their significant change
in expression after CORT administration or aging but also due to their prior association

with anxiety/depression phenotype in the literature.

Results were calculated as the geometric mean of relative intensities compared to three
internal controls (ACTIN, GAPDH and PPIG). Protocols were in accordance with the
MIQE guidelines (Bustin et al., 2009).
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Statistical analysis

Results are presented as mean + SEM. Statistical analyses were performed using
Graphpad Prism 6. Data were analyzed using two-way analysis of variance (ANOVA).
Significant main effects or interactions were followed up with Newman—Keuls posthoc
test. No correction for multiple testing was applied. While this methodology may leads to
higher rates of false positives at the single gene level, it allows the study of broader
effects of age and/or treatment over the transcriptome (Berton et al., 2006, Sibille et al.,
2007).

The relative proportions of age-related genes were compared between groups using the

* test. For all comparisons, p<0.05 was the criterion used for statistical significance.
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Results

Effects of age on gene expression
All gene expression results are provided in Supplementary Table 1.

Age induced changes in expression of 844 and 563 genes specifically in vehicle- and
CORT-treated animals, respectively (|[FC|>1.2, p<0.05). 129 genes were altered by age
in both conditions (vehicle- and CORT-treated animals, same criteria, Figure 1A).
Transcript changes induced by age in vehicle treated animals moderately, but
significantly, predicted similar trends for the same transcripts in CORT-treated animals
(r=0.418, p<1e®). Similarly, transcript changes induced by age in CORT-treated animals

showed similar trends for the same transcripts in vehicle-treated animals (r=0.386, p<1e’

6).

Among these 1536 genes differentially affected with age in either one or both conditions,
1106 (72%) of these genes showed similar directionality with age in both conditions.
More specifically, 121 out of the 129 genes affected commonly in both conditions (with
|[FC|>1.2, p<0.05) showed similar direction of effects of age (Figure 1B, green dots).
Microarray data were confirmed using gPCR on 42 genes, with a high Array/qPCR
concordance (Pearson correlation r=0.73, p<1e®, Figure 1C, Supplementary Table 1).
Another way to express these data is to look at the gene expression profile induced by
age in vehicle, and how these same genes behave in CORT-treated conditions (Figure
1D-E). Both Figures 1B-E confirmed that effects of age on gene expression partially
differ between vehicle and CORT-treated animals as profiles do not completely overlap

between these conditions.
Effects of chronic corticosterone on gene expression

Chronic corticosterone treatment induced changes in expression of 386 and 475 genes
specifically in young- and aged-animals respectively (|[FC|>1.2, p<0.05), with very few
genes (28) commonly altered in both conditions (Figure 2A). Transcript changes
induced by corticosterone in young animals moderately, but significantly, predicted
similar trends for the same transcripts in old animals (r=0.172, p= 0.00069). However,
transcript changes induced by CORT in old animals showed no similar trends for the

same ftranscripts in young animals (r=0.037, p=0.21). Among these 889 genes
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differentially affected with CORT in either one or both conditions, 504 (57%) of these
genes showed similar directionality after CORT in both young and old animals. More
specifically, 21 out of the 28 genes affected commonly in both conditions showed similar
direction of effect of CORT treatment (Figure 2B). Another way to express these data is
to look at the gene expression profile induced by CORT in young (Figure 2C), and how
these same genes behave in old animals (Figure 2D). Figures 2B-E confirmed that

effects of CORT on gene expression differs depending on the age of the mice.

We then investigated the biological function of these genes affected by age in vehicle or
corticosterone-treated animals using Ingenuity Pathway (Tables 1 & 2). Differentially
expressed genes induced by CORT in young animals were associated with Neurological
Disease, Psychological disorders, and BDNF as an upstream regulator. As list of genes
differed between vehicle- and CORT-treated animals, the top gene networks as well as

other Ingenuity classifications displayed low similarity between groups.
Are age related-genes more susceptible to CORT-induced changes?

We assessed the relative frequencies of genes displaying significant alterations induced
by age for several lists of genes: 1/in the whole dataset (25207 genes), 2/ in a set of
genes for which CORT has no effect in young subjects (24793 genes), and 3/ in a set of
genes for which CORT induced changes in expression in young subjects (414 genes).
The baseline for age effect was assessed in vehicle-treated mice, where 3.86% of the
genes displayed significant age effects ([FC|>1.2, p<0.05, Figure 3A, hashed bar). In
comparison, a similar number of genes (692) were modified with age in CORT-treated
mice (2.74%; x*=0.33, p=0.56; Figure 3A). Restricting the pool of genes to only those
not affected by CORT showed similar proportions of genes (3.55% of genes related with
age in vehicle treated animals, 2.57% of genes in CORT-treated animals). Finally, in the
list of genes differentially expressed by CORT, we observed that 22.22% of the genes
were also affected by age in vehicle-treated animals (92 out of 414 genes; ¥°=90.64,
p<0.0001; Figure 3A), while a lower number of age-related genes (53, 12.8%) were
observed in the CORT-treated animals (3°=90.64, p<0.0001 vs. the percentage
observed in the whole dataset, hashed bar; y*=5.11, p=0.0238 vs. the percentage

observed in the vehicle treated group).
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These results demonstrate the overlap between the CORT-related pathology and the

effects of aging on gene expression.

Conversely, the increased probability for any gene that is affected by CORT to also
display age-related changes in vehicle-treated animals, combined with the lack of
increased age effects in the list of genes not affected by CORT treatment, suggests that
age dependency in vehicle-treated animals may predict putative involvement in CORT-

induced pathology.

We showed previously that 414 genes were differentially regulated with CORT in young
animals (with the following criteria: |FC|>1.2, p<0.05), thus representing 1.64% of the
detected genes on the microarray. If we look specifically at age-related genes (973
genes with |FC|>1.2, p<0.05), we observed that 92 genes (9.46%) had their expression
altered by chronic corticosterone (with similar criteria in young: |[FC[>1.2, p<0.05, Figure
3B), thus showing that age-related genes are more susceptible to be affected by chronic
corticosterone (y?=301.7, p<0.0001).

Accordingly, we show that 9.4% of the genes significantly altered by age in control
subjects were also differentially expressed after CORT treatment (Figure 3B, lower pie
chart). This proportion is significantly greater than the 1.64% of genes displaying
significant CORT-induced changes for the whole data set (y?=301.7, p<0.0001). On the
contrary, age-independent genes showed a non-significant difference in the rate of
association with CORT-induced compared with the whole data set (y?=0.072, p=0.789;
upper pie chart).

Together, these results demonstrate that the set of genes displaying age-dependent
changes in naive mice overlap with those affected with CORT. This suggests that age-
related genes in vehicle animals may be more vulnerable to the pathophysiologic

processes induced by CORT.
Are CORT related genes more susceptible to age-induced changes?

We showed previously that 973 genes were differentially regulated with age in vehicle-
treated animals (with the following criteria: |FC|>1.2, p<0.05), thus representing 3.86% of
the detected genes on the microarray. If we look specifically at CORT-related genes
(414 genes with |FC|>1.2, p<0.05), we observed that 53 genes (12.8%) had their
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expression altered by age (with similar criteria in young: |FC|>1.2, p<0.05), thus showing
that CORT-related genes are more susceptible to be affected by aging (x*=84.72
p<0.0001).

We assessed the relative frequencies of genes displaying significant alterations induced
by CORT for several lists of genes: 1/in the whole dataset (25207 genes), 2/ in a set of
genes for which age has no effect in vehicle-treated animals (24234 genes), and 3/ in a
set of genes for which age induced changes in expression in vehicle-treated animals
(973 genes). The baseline for CORT-induced effects was assessed in vehicle-treated
mice, where 1.64% of the genes displayed significant effects of chronic CORT (|FC|>1.2,
p<0.05, Figure 3C, hashed bar). In comparison, a similar number of genes (503) were
modified with chronic CORT in old mice (1.99%; x°=0.075, p=0.78). Restricting the pool
of genes to only those not affected by age showed similar proportions of genes (1.32%
of genes related with CORT in young animals, 1.62% of genes in old animals). Finally, in
the list of genes differentially expressed by age, we observed that 9.45% of the genes
were also affected by CORT in young animals (92 out of 973 genes; y*=37.81,
p<0.0001; Figure 3C), while a similar number of CORT-related genes (110, 11.3%) were
observed in old animals (y?=57.85, p<0.0001 vs. the percentage observed in the whole

dataset, hashed bar).

Again, these results demonstrate the overlap between the CORT-related pathology and

the effects of aging on gene expression.

While these different results showed the crosstalk between genes inferred by age or
chronic CORT treatment, it does not mention if changes in expression are in similar
direction. Thus, we looked if effects of age in vehicle-treated animals correlate with the
effects of corticosterone in young animals. Figure 3D shows a strong correlation of
effects of age and chronic corticosterone on gene expression in the dentate gyrus
(r=0.74, p<1e®).

Surprisingly, effects of chronic corticosterone in older animals on genes regulated by
age are in opposite direction to the effects of aging on gene expression (Figure 3E),
suggesting an anti-aging effect of corticosterone in old animals. Conversely,
corticosterone effects on gene expression are very similar to the effects of aging (Figure
3D, F).
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Genes affected by age or CORT belongs to pathways previously implicated in depression

We then investigated the biological function of these genes affected either by age or
chronic CORT treatment using Ingenuity Pathway. Genes differentially expressed with
age in vehicle-treated animals were associated with Neurological Disease, Psychological
disorders, and BDNF as an upstream regulator (Table 1), confirming our observations of
this age x disease interaction. As list of genes differed between vehicle- and CORT-
treated animals, the top gene networks as well as other Ingenuity classifications
displayed low similarity between groups. However, in CORT-treated animals, the top
disorder associated with age was inflammatory response and LPS as an upstream
regulator, linking inflammation-related events to the deregulated molecular state involved

in aging and depression (Wolkowitz et al., 2010).

Not surprisingly, genes affected by corticosterone in the dentate gyrus were associated
with metabolic disease, endocrine system disorders and inflammatory response, IFN-
alpha (Table 2), which have been previously mentioned in the literature associated with
depression or antidepressant response (Karatsoreos et al., 2010, Wolkowitz et al., 2010,
Guilloux et al., 2015). Additionally, CORT exposure in young mice was associated with
neurological disease, behavior, and serotonin receptor signaling, thus confirming the role

of corticosterone on mood-related pathologies.

Discussion

Chronic corticosterone exposure in young adult mice has been shown to increase
emotionality, impair cognitive function and alter sleep architecture (Darcet et al., 2014,
David et al., 2009, Guilloux et al., 2011, Le Dantec et al., 2014). This is the first report
aiming at looking at the age-by-disease interaction at the molecular level in an animal
model of MDD.

Whole genome expression analysis in the dentate gyrus of the hippocampus, a region
participating in cognition and mood regulation processes, revealed the interaction
between aging and corticosterone exposure at the molecular level. Our data show that
genes modulated by CORT are more susceptible to the effects of aging. Moreover, gene

changes induced by CORT in young animals are in the same direction as those induced

Page 12 of 32



Page 13 of 32

O©oOoONOOPAWN =

Genes, Brain and Behavior

Transcriptomic effects of age and CORT in the DG Page 14/27

by aging. Altogether, our results confirm that molecular changes associated with an

anxio-depressive like phenotype share common molecular basis with normal aging.

Aging is influenced by multiple homeostatic mechanisms, and the HPA-axis strongly
participates in this homeostatic function. Clinical and preclinical studies have shown
HPA-axis dysregulation with aging. In humans, aging is associated with higher
peripheral levels of cortisol (Copinschi and Van Cauter, 1995). In aged rats, a reduction
in negative feedback sensitivity of the HPA-axis in response to glucocorticoids has been
observed (Ferrari et al., 1995, Wilkinson et al., 1997). Additionally, corticosterone
response to stress has been shown to be significantly smaller in older rats than in young
ones (Buechel et al., 2014), or at least a greater variability in the stress response was
observed in aged rats (Segar et al., 2009), as well as a decreased response to
dexamethasone injection test (Mizoguchi et al., 2009). In fine, recovery from stress is
impaired in aged rats with behaviorally verified hippocampal learning impairments (Bizon
et al., 2001).

The effect of cortisol/corticosterone on brain functions is well documented in humans
and animals, in particular, on hippocampus-related behavioural response. In behavioural
rodent studies, an inverted U-shape curve has been proposed as a model for explaining
the relationship between performances in hippocampal dependent tasks and peripheral
corticosterone levels (Akirav et al.,, 2004, Salehi et al., 2010), as well as in humans
(Erickson et al., 2003, Sapolsky, 2015).

Transcriptomic effects of chronic CORT and/or aging

Here, we confirm the robust effect of age on gene expression, as aging significantly
affected the expression of 844 to 2315 genes, which represents approximately 3 to 9%
of the genes detected in our microarray (using |FC|>1.2 or no threshold, respectively).
This is in range with previous reports on the impact of aging on gene expression in the
brain or in other tissue (Blalock et al., 2003, Erraji-Benchekroun et al., 2005, Lee et al.,
2000, Sibille, 2013), and confirm the hypothesis that these age-related changes may

selectively affect cellular populations and biologic processes.

Aging-affected genes in the dentate gyrus were associated with molecular pathways

linked to neurological disorders, psychological disorders (down: ADCYAP1, ARC,
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VEGFA, GABRG3, SSTR2, DRD3, HTR1A, CHRNA7, MC4R, DCX, RELN, up: BDNF,
GFAP, DRD1).

Hippocampal neurogenesis occurs in the dentate gyrus and is strongly affected with age,
especially in C57BL/6 mice, that display a higher rate of neurogenesis compared to
other strains (Kempermann et al.,, 1997). Adult hippocampal neurogenesis involves
several cellular processes (cell proliferation, survival, maturation), that encompass
genes (BDNF for instance) and molecules participating in broad functions (“Nervous
system development”, “Embryonic development”) or diseases (“Cancer”). Transcript
changes induced by age in vehicle-treated animals showed very moderate, however
significant, similar trends for the same transcripts in CORT-treated animals and vice-
versa (Figure 2A). This incomplete overlap of effect of age between groups reflects in
the Ingenuity analysis. Indeed, in CORT-treated animals, the Ingenuity pathways
associated with aging included more effects linked to corticosterone impregnation and its
effect on inflammation (with LPS as one of the top upstream regulator associated with
our list) or metabolism. Overall, among the 1536 genes differentially affected with age in
either one or both conditions, a pool of 121 genes were affected similarly, independently
of the animals’ treatment, probably reflecting a conserved, biological expression program
of aging on gene expression. This is consistent with post-mortem findings showing that
age-related changes in the brain are strongly correlated between cohorts of patients and
brain regions (Glorioso et al., 2011), and that this expression program can be shared

across species (McCarroll et al., 2004).

Comparatively, chronic corticosterone induced less changes on gene expression
compared to aging, despite the numerous glucocorticoid receptor binding sites in
neuronal cells for instance (Polman et al., 2012). This confirms the robust transcriptomic
effects of aging compared to neuroendocrine-induced variation of the transcriptome
(Chen et al., 2013). Effects of CORT on gene expression were age-dependent. Very few
overlap was observed in terms of CORT-induced changes in gene expression between
young and aged animals (Figure 3A-B), when compared to the effects of age (Figure 2A-
B). Thus, pathways analysis showed distinct results between young and aged animals,
however revealed mainly peripheral effects of corticosterone treatment: metabolic
disease (up: PTGS2, down: GLP1R, NOS1, MC4R), endocrine system disorders,
inflammatory response (up: IL33, down: IL1R1) or humoral immune response (up:
PTGS2, IFNZ).
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The age-by-disease interaction in the CORT model

Our work also supports the hypothesis that altered emotional states, here induced by
chronic exposure to corticosterone “advance” or “accelerate” brain aging. This has been
observed in post-mortem studies (Douillard-Guilloux et al., 2013, Wolkowitz et al., 2010),
and in preclinical studies (Buechel et al., 2014, Chen et al., 2013). Indeed, genes
differentially expressed after CORT exposure in young animals were more likely to
change with aging than genes not regulated by CORT. Reciprocally, genes regulated
with age were more prone to be affected by chronic corticosterone administration.
Correlative analysis showed that CORT and aging regulate expression of common target
genes in the same direction. As observed with the slope of the correlation curve, age-
related changes on gene expression were almost twice greater compared to the effects
of corticosterone. Our study in the mice CORT model of anxiety-depression here fully
confirms prior microarray analysis on the age by disease interaction observed in post-

mortem MDD subjects.
Pro- vs. Anti-aging effects of CORT: age matters

One observation that strongly differs to clinical study is the “beneficial” effects of CORT
treatment in aged animals. Surprisingly, at the transcriptomic level, CORT rescued the
effects of aging on gene expression. Indeed, rather than promoting aging, the effect of
CORT opposed the aging changes for many of its targets and can be viewed as “anti-
aging” (Figure 4E). Aging significantly changed the expression of 974 genes in the DG.
Surprisingly, 807 of these 974 age-regulated genes were regulated in the opposite
direction after corticosterone treatment in aged animals, suggesting that chronic CORT
induced anti-aging effects in animals. This hippocampal, anti-aging effects of CORT
exposure or stress in aged animals have previously been reported in rodent studies
(Buechel et al., 2014, Chen et al., 2013): however their translational validity remains to
be tested. This suggests that corticosterone, and by extension, glucocorticoids may
participate in promoting brain aging in young animals, but can also exert anti-aging
effects in aged mice. It remains to be determined if this shifting window from pro- to anti-
aging effects of CORT is a long term process or occurs in the late periods of life.
Whether these anti-aging effects of CORT on gene expression in the DG can translate to
a lesser effects of CORT on animals’ emotional or cognitive behaviour remains also to

be elucidated.
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Additionally, these results suggests also that expression changes induced by normal
aging may also be responsible for a novel molecular state that is less vulnerable to the
effects of corticosterone. This may reflect, at the hippocampal and genomic levels, the
lower sensitivity to glucocorticoid treatment observed in elderly humans, (Ferrari et al.,
2001, Otte et al., 2005, Raskind et al., 1994, Sapolsky et al., 1986, Quax et al., 2013), or
in rodents (Buechel et al., 2014, Chen et al., 2013).

Limitations

Here, we used chronic corticosterone exposure known to induce an anxiety/depression-
like phenotype. While this neuroendocrine model displays a strong validity and
numerous hallmarks of an altered phenotype, it lacks the impact of social stress
observed in other animal models of MDD (Unpredictable Chronic Mild Stress or Social
Defeat for instance). While greater sensitivity to chronic stress has been reported in
aged rats (Herrera-Perez et al., 2008, Kinsey et al., 2008), this sensitivity has not been
reported after an acute stress (Buechel et al., 2014). Additional studies in aged animals
would help in defining the appropriate dose and duration of treatment required to alter

emotional behaviour.

Brain structures were extracted when animals were at rest. Thus, our microarray
experiments were not designed to capture differences of genes that are highly

expressed during learning and memory processes (Burke and Barnes, 2006).

Given the number of animals tested in microarray, we were not able to test differences in
the aged group, for instance, by separating mice showing low vs. high impairment in
behavior as proposed by (Burger et al., 2008). Finally, these results were obtained in a
cohort of male animals only and need to be confirmed in female animals for which
response to aging and/or corticosterone exposure may strongly differs (Frick et al., 2002,
Guilloux et al., 2011, Stowie and Glass, 2015).
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Legends

Table 1: Ingenuity Pathway analysis of genes regulated by age in vehicle or

corticosterone-treated animals.
Table 2: Ingenuity Pathway analysis of genes regulated by CORT in young or old animals.
Figure 1: Differential effects of age on gene expression in the dentate gyrus.

(A) Venn diagram of transcript levels with significant age effect in vehicle and
corticosterone treated animals. Arrows indicate directional correlations between changes
in transcript levels for genes identified in one treatment (origin of arrow) and changes for
the same genes in the other condition (end of arrow). (B) Comparative effects of age on
gene expression in vehicle and corticosterone-treated animals. In the grey quadrants are
reported the genes showing similar directionality of effect of age: blue dots represents
genes for which an effect of age was observed in at least one condition (72%) and green
dots for which an effect of age was observed in both conditions. (C) gPCR confirmation
of gene expression changes observed using microarray. (D-E) Differential effects of age
on gene expression in vehicle and corticosterone-treated animals in the DG. (D) Age-
affected genes in vehicle treated animals are organized by the magnitude of their
changes in transcript levels along the x-axis and form a continuous profile with a pre-
determined 20% effect cutoff value. Vertical bars indicate the amplitude of changes (log2
of old/young expression ratio). (E) Vertical bars indicate the relative transcript levels for
the same age-affected genes in CORT-treated animals. In pale green is the gene

expression profile of the effect of age in Vehicle treated animals (from top).
Figure 2: Differential effects of CORT on gene expression in the dentate gyrus.

(A) Venn diagram of transcript levels with significant effect of chronic CORT in young
and old animals. Arrows indicate directional correlations between changes in transcript
levels for genes identified in one condition (origin of arrow) and changes for the same
genes in the other condition (end of arrow). (B) Comparative effects of CORT on gene
expression in young and old animals. In the grey quadrants are reported the genes
showing similar directionality of effect of CORT: blue dots represents genes for which an

effect of CORT was observed in at least one condition (72%) and green dots for which
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an effect of CORT was observed in both conditions. (C-D) Differential effects of CORT
on gene expression in young and old animals in the DG. (C) CORT-affected genes in
young animals are organized by the magnitude of their changes in transcript levels along
the x-axis and form a continuous profile with a pre-determined 20% effect cutoff value.
Vertical bars indicate the amplitude of changes (log2 of CORT/Veh expression ratio). (D)
Vertical bars indicate the relative transcript levels for the same CORT-affected genes in
old animals. In pale green is the gene expression profile of the effect of CORT in young

animals (from top).
Figure 3: Age by disease interaction on gene expression.

(A) The percentages of age-related genes (y-axis) in CORT-treated animals (blue bars)
and Vehicle-treated animals (green bars) are displayed for various lists of genes. The
numbers on top of bars represent the number of age-related genes. The numbers in
parentheses at the bottom of the columns represent the number of genes in the
corresponding gene lists. ***p<0.0001, using y* analyses, comparing the frequency of
age-dependent genes in the different groups to the expected frequency, that is, the
frequency of age-related genes observed in the control group (green bar with white
dashes). #p<0.05, using x analyses, comparing the frequency of age-dependent genes
in the CORT-treated group to the frequency observed in vehicle-treated animals within
the same list of genes. DE: differentially expressed; (B) Overrepresentation of CORT
effects in gene set displaying age-related changes in controls. The histogram shows the
relative proportion of genes showing CORT effects in the dentate gyrus of vehicle
treated mice. The lower pie chart indicates that 9.4% of the age-related genes in vehicle-
treated are also differentially expressed in CORT-treated mice ***p<0.0001; % analysis
comparing frequency of genes differentially expressed in CORT-treated animals in the
age-related genes selection compared with their frequency in the whole data set. The
upper pie chart indicates that the frequency of CORT effect in the set of genes that are
age independent was nominally greater, but not significantly different, from the vehicle-
treated mice; (C) Increased numbers of CORT-related genes in age-related genes. The
percentages of CORT-related genes (y-axis) in old (blue open bars) and young animals
(green open bars) are displayed for various lists of genes. The numbers on top of bars
represent the number of age-related genes. The numbers in parentheses at the bottom
of the columns represent the number of genes in the corresponding gene lists.

*kk

p<0.0001, using % analyses, comparing the frequency of age-dependent genes in the
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different groups to the expected frequency, that is, the frequency of age-related genes
observed in the control group (green bar with white dashes). *p<0.05, using 2 analyses,
comparing the frequency of age-dependent genes in the CORT-treated group to the
frequency observed in vehicle-treated animals within the same list of genes. DE:
differentially expressed; (D) Gene expression correlation between the effects of age in
vehicle and corticosterone effects in young animals in the dentate gyrus. Dark blue
symbols correspond to genes with the following criteria: age effect: |FC|>1.2, p<0.05,
while grey symbols represent the genes with only statistical threshold (p<0.05).
Correlation was performed on genes from the restricted list and was statistically
significant (*¥p<1e®). Comparative effects of age on gene expression in vehicle-treated

animals and effects of corticosterone in old (E) or young (F) animals.

Supplementary Table 1: Supplementary Table 1: List of genes significantly affected with

aging and/or CORT administration in dentate gyrus.

Download as a separate excel file.
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Table 1 : Ingenuity Pathway analysis of genes regulated by age in vehicle- or
CORT-treated animals.
For the « Associated Network Functions », the network scores in parenthesis represent
the negative log values of right-tailed Fisher’s exact tests for network consistence.

Effects of age in Vehicle-treated mice

Effects of age in Cort-treated mice

Genes
tested 973(935) 692(650)
(mapped)
Associated Network Functions
1 Cellular Movement, Nervous System Development Cellular Compromise, Cellular Function and
and Function, Cell Death and Survival (38) Maintenance, Post-Translational Modification (40)
9 Cell Signaling, Cell Morphology, Cellular Assembly Cancer, Cellular Development, Cellular Growth and
and Organization (34) Proliferation (38)
3 Amino Acid Metabolism, Post-Translational Cell Cycle, Cancer, Organismal Injury and
Modification, Small Molecule Biochemistry (32) Abnormalities (35)
4 Developmental Disorder, Hereditary Disorder, Inflammatory Response, Humoral Immune Response,
Neurological Disease (30) Protein Synthesis (32)
5 Cell Morphology, Embryonic Development, Organ Digestive System Development and Function,

Development (28)

Diseases and Disorders

Organismal Development, Tissue Morphology (32)

Neurological Disease (4.5¢”- 6.3¢)
Hereditary Disorder (5.9¢7- 6.1¢7)
Psychological Disorders (5.9¢”- 6.1e'3)
Cancer (7.7¢*- 2.3¢?)

Neurological Disease (1.1e7- 2.2¢?)

Physiological System Development and Function

Inflammatory Response (3.9¢”- 2.3e?)

Cancer (2.5¢™- 2.3e?)

Organismal Injury and Abnormalities (2.5e™- 2.3e%)
Skeletal and Muscular Disorders (9.8e™- 1.7e'2)
Metabolic Disease (5.4e™*- 1.7¢?)

Top Canon

5.7¢7)

Tissue Morphology (2.8”- 6.1e7)
Embryonic Development (3.6e”- 6.5¢)
Behavior (5.6e™- 2.5¢?)

Embryonic Development (5.6e™- 2.1e7)
ical Pathways

Nervous System Development and Function (4.3e -

Embryonic Development (6.8e°- 2.3e'2)

Digestive System Development and Function (1.3e™*-
2.3e?)

Organismal Development (1.3e™- 2.3e)

Organ Development (7.2e°- 1.7e?)

Organ Morphology (7.2e>- 1.7e?)

eNOS Signaling (4.9¢)

Ketogenesis (5.2¢7)

Ovarian Cancer Signaling (5.5e'3)

Axonal Guidance Signaling (6.7e'3)
Semaphorin Signaling in Neurons (7.9e7%)

Upstream Regulator

Fatty Acid B-oxidation Ill (1.6e7)

Tyrosine Biosynthesis IV (3.2e)

Phenylalanine Degradation | (Aerobic) (5.2e'3)
Endoplasmic Reticulum Stress Pathway (8.1e'3)
Histidine Degradation VI (1.8e)

LY294002 (1.4e®)
trichostatin A (6.1e)
BDNF (1.3¢”)

PD 153035 (6.8¢)
Lipopolysaccharide (1.3e™)
UDP-D-glucose (1.9e™)
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Table 2 : Ingenuity Pathway analysis of genes regulated by CORT in young or old

animals.

For the « Associated Network Functions », the network scores in parenthesis represent
the negative log values of right-tailed Fisher’s exact tests for network consistence.

Effects of CORT in young mice

Effects of CORT in old mice

Genes
tested 414 (398) 503 (486)
(mapped)
Associated Network Functions
1 Cell Cycle, Cellular Development, Cellular Growth Connective Tissue Disorders, Developmental
and Proliferation (32) Disorder, Hereditary Disorderodification (39)
el Immune FEEEDIEE. S Synthesis,_ Cellular Development, Cellular Growth and
2 g%r;atologlcal System Development and Function Proliferation, Renal Proliferation (36)
Renal and Urological System Development and Cellular Function and Maintenance, Hematological
3 Function, Ophthalmic Disease, Nervous System System Development and Function, Cellular
Development and Function (27) Compromise (35)
4 Cell Cycle, Cell Morphology, Cellular Assembly and  Cell Signaling, Nucleic Acid Metabolism, Small
Organization (25) Molecule Biochemistry (32)
5 Cell Morphology, Organ Morphology, Reproductive  Neurological Disease, Cellular Movement, Cell-To-

System Development and Function (25)

Diseases and Disorders

Cell Signaling and Interaction (29)

Metabolic Disease (6.7¢°- 1.4¢)
Endocrine System Disorders (1.1e™*- 1.4e®)
Gastrointestinal Disease (1.1e™- 1.8e3)
Cancer (7.7e*- 2.3¢?)

Neurological Disease (1.1e*- 2.2¢?)

Physiological System Development and Function

Inflammatory Response (6.3e”- 1.7¢2)
Connective Tissue Disorders (9.8e°- 1.7
Developmental Disorder (9.8 1.7e¢?)
Skeletal and Muscular Disorders (9.8¢°- 1.7¢)
Metabolic Disease (5.4e™- 1.7¢2)

Top Canon

Hematological System Dvpment and Function
(1.2e°-2.6e3)

Tissue Morphology (1.2e°- 2.6

Humoral Immune Response (1.9e*- 2.4e?)
Behavior (5.6e*- 2.5¢2)

Embryonic Development (5.6e™*- 2.1¢?)

ical Pathways

Hematological System Development and Function
(6.8 1.7¢?)

Immune Cell Trafficking (8.6e°- 1.7¢?)

Embryonic Development (7.2e7- 1.7¢)

Organ Development (7.2e°- 1.7¢)

Organ Morphology (7.2e°- 1.7¢3)

Small Cell Lung Cancer Signaling (3.3¢)

TWEAK Signaling (1.1e)
Serotonin Receptor Signaling (1.1e)

Superpathway of Citrulline Metabolism (1.6e)

NF-kB Activation by Viruses (2.1¢e?)

Upstream Regulator

Purine Ribonucleosides Degradation to Ribose-1-P
(7.8¢%)

Xanthine and Xanthosine Salvage (1.7e)
Cholesterol Biosynthesis | (2.1€7%)

Cholesterol Biosynthesis Il (via 24,25-
dihydrolanosterol) (2.1e)
g.':holesterol Biosynthesis Ill (via Desmosterol) (2.1e

)

EFNA2 (4.9¢%)
leukotriene D4 (9.1e”)
TNF (1.1e™)

IFN alpha/beta (6.2e7)
5-O-mycolyl-beta-araf-(1->2)-5-O-mycolyl-alpha-
araf-(1->1')-glycerol (9.1¢®)

RNASEH2B (1.6e”)






