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Et leur traduction en francais ...
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Adenosine triphosphate

Bacilus Calmette-Guerin

Beck Depression Index
Brain Derived Neurotrophic Factor

Barriére hémato-encéphalique
Coulomb/meétre carrée
lon calcium

caudal anterior cingulate cortex

calmodulin-dependent protein kinase Il

cluster of differentiation 4/ cluster of differentiation 8

Classification international des Maladies
Chronic Mild Stress — stress chroniques modérés
Corticostérone

Cyclo-oxygenase 2

cAMP response element binding protein
Corticotropin releasing factor

C-reactive protein

Coat State Test — evaluation de I'état du pelage
Dopamine

damage associated molecular patterns

Deep Brain stimulation

Dorsolateral prefrontal cortex/Cortex préfrontal dorsolatéral
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DSM-V
ECT
EDM
FST
GABA
GCs
GluR2
GRs
HAMD/HDRS
HPA
HSP
Hz

IDO

KA
KMO
KO

LC

LCR
L-dopa
LPS
LTD
LTP
MADRS
MAO
MEP
MRS
NA

Na'

NF-kB

Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorder

Electroconvulsivothérapie

Episode dépressive majeur

Forced Swim Test - test de la nage forcée
Acide gamma aminobutyrique
Glucocorticoids

glutamate receptor 2

Receptors aux glucocorticoides

Hamilton Depression rating scale

hypothalamic-Pituitary-Adrenal axis — axe hypothalamo-hypophysaire-surrénalien

Heat shock protein

Hertz

Indoleamine 2,3 dioxygenase

Interferon

Interleukine

Inhibiteur des monoamines oxidases
intrapéritonéale

Inositol triphosphate receptor type 2

Inhibiteur de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline
Inhibiteur sélectif de la recapture de la sérotonine
ion potassium

acide kynurénique

kynurénine monoxydase

Knock-out

locus coeruleus

liquide céphalo-rachidien
L-3,4-dihydroxyphenylalanine

Lipopolysaccharide

Long-term depression

Long-term potentiation

Montgomery and Asberg Depression Rating Scale
monoamine oxidase

Potentiel moteur évoqué

Spectroscopie par Resonance Magnétique
Noradrénaline

lon sodium

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cell
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NK
NLRP3

NMDA

NO
NR2B
NSAID

NSF
OsSM
PAMP
PE
PKC
PVN
QA
rACC
ROS
rTMS
SNC
SPT
SSRI

ST
svz
TDAH
tDCS
TDO
TEP
TGF
TLR
TNF
TPH-2
TST
UCMS
VNS

natural killer

Nod-like receptor 3
N-methyl-D-aspartate

Nitric oxide

NMDA receptor subtype 2B

anti-inflammatoire non-stéroidien

Novelty Suppressed Feeding Test — test d'hypophagie induite par la nouveauté

Organisation mondiale de la Santé

pathogen associated molecular pattern
Potentiel évoqué

Protein kinase C

paraventricular nucleus

Acide Quinolinique

Rostral anterior cingulate cortex

Reactive oxygen species

Repetitive Transcranial Magnetic Stimulation
Systéme nerveux central

Sucrose Preference Test — test de preference au sucrose

Selective Serotonin re-uptake Inhibitor

Splash Test

Zone sous ventriculaire

Trouble de I'attention et hyperactivité
transcranial direct current stimulation
tryptophan 2,3 dioxygenase
tomographie par émission de positrons
Transforming Growth Factor

Toll like receptor

Tumor necrosis factor

Tryptophan hydroxylase

Tail Suspension Test — Test de suspension par la queue
Unpredictable Chronic Mild Stress

Stimulation du nerf vague
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RESUME / ABSTRACT

La stimulation transcranienne par courant continu (tDCS) fait I'objet d'un regain d'intérét par les
communautés scientifique et médicale pour le traitement de diverses maladies psychiatriques,
notamment la dépression majeure. Le but de ce travail de thése est (i) de modéliser I'effet
antidépresseur de la tDCS chez la souris saine afin d'identifier les parametres de stimulation
optimaux et de confirmer I'effet de type antidépresseur de la tDCS chez différents modeles murins de
dépression et (ii) d'identifier certains des mécanismes d'action de la tDCS afin d'améliorer son
utilisation et donc la prise en charge des patients. Nous avons montré que la tDCS induisait un effet
de type antidépresseur a long terme dans le test de nage forcée chez la souris saine, effet qui varie
en intensité en fonction des paramétres de stimulation (nombre, durée, intensité et polarité de
stimulation). La tDCS permet également de normaliser les comportements de type dépressifs
observé chez les souris soumises a une exposition chronique a la corticostérone (hormone de stress)
(modele CORT), a des stress imprédictibles (modeéle UCMS) ou a l'injection de LPS. L'analyse de
I'expression du facteur de transcription précoce c-fos par immunohistochimie a permis de mettre en
évidence que cet effet antidépresseur est associé a l'activation des neurones au sein de différentes
structures impliquées dans la régulation émotionnelle et suggére la mise en place d'autres
mécanismes (neuroplasticité?) lorsque la stimulation est répétée. De facon intéressante, la tDCS
semble moduler la réponse inflammatoire induite par I'exposition chronique a des stress
imprédictibles. En effet, la tDCS normalise les augmentations du nombre de cellules et des taux de
globule blanc dans la rate, induites par la procédure d'UCMS et témoignant du déclanchement de la
réponse inflammatoire. Ainsi ce travail participe a une meilleure compréhension des effets

comportementaux de la tDCS et des phénomenes physiologiques les sous-tendant.

Transcranial direct current stimulation (tDCS) is a non-invasive method with increasing interest for
the treatment of several brain disorders, such as major depression. Despite great enthusiasm and
promising results, some studies report discrepant findings and no consensus exists for the clinical use
of tDCS. The present work aims (i) to determine the most effective stimulation parameters to
optimize antidepressant-like effect of tDCS in the forced-swim test in naive mice and to evaluate the
ability of tDCS to reverse depressive-like behaviors in different mouse models of depression, and (ii)
to identify some of the mechanisms of action of tDCS to enhance our knowledge on this therapeutic
strategy, and thus its clinical effects. We reported that tDCS induced long-lasting antidepressant-like
effect, which varied as a function of stimulation settings including number, duration, intensity and

polarity of stimulation. Interestingly, the present study also demonstrated that tDCS reduced
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depressive-like behaviors in different mouse models of depression (UCMS, chronic corticosterone
exposure and acute LPS administration). Using cFos immunohistochemistry, we reported that
behavioral outcomes induced by a single stimulation were associated with neuronal activation in
several brain area involved in emotional regulation. Surprisingly, ten stimulations failed to modulate
neuronal activation suggesting the development of other mechanisms behind the long-term effect of
repeated tDCS, probably associated with plastic changes in the neuronal response. Interestingly,
tDCS have the ability to reverse the UCMS-induced inflammatory response, particularly the number
of cells and the polynuclear cell percentage in the spleen. This work brings new insights for a better

understanding of the behavioral effects of tDCS and its underlying physiological processes.
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PREAMBULE

Avec une prévalence sur la vie entiére de 20% dans la population générale, la dépression majeure est
un des troubles neuropsychiatriques les plus fréquents. La prise en charge des patients reste
insuffisante puisque le délai d'action des traitements pharmacologiques actuellement disponible
reste long et que la moitié des patients n'expérimente pas d'effet thérapeutique adéquat apres un
premier traitement. Les recherches se poursuivent donc afin d'améliorer la compréhension de la
physiopathologie de la dépression et de développer des traitements antidépresseurs plus efficaces et

a action plus rapide.

Plusieurs pistes peuvent étre explorées dans l'objectif d'améliorer la prise en charge des patients.
D'abord, il est nécessaire de mieux cerner la physiopathologie de la dépression pour en améliorer le
traitement. Si I'hypothése monoaminergique de la dépression (déficience des systemes
sérotoninergique, noradrénergique et dopaminergique au niveau cérébral) est largement admise et a
permis le développement successif de différentes classes d’antidépresseurs actuellement prescrits,
d’autres altérations ont été identifiées. En effet, la dépression est apparue comme étant une
pathologie complexe et multifactorielle, avec une intrication étroite entre différentes causes
étiologiques (génétique, environnementale, dérégulation de I'axe HPA, réponse inflammatoire...). De
nombreuses données cliniques et précliniques ont démontré un lien étroit entre une activation du
systeme immunitaire et la dépression, donnant naissance a I'hypothese inflammatoire de la
dépression. Cette hypothése offre de nombreuses pistes a explorer et des perspectives

thérapeutiques intéressantes.

Parallelement a I'exploration de nouvelles hypothéses concernant la physiopathologie de la
dépression, il est important de développer de nouveaux traitements pour améliorer le quotidien des
personnes souffrant de dépression. De nouvelles stratégies, basées sur la stimulation cérébrale, offre
un nouvel espoir face aux limites atteintes par les traitements pharmacologiques en psychiatrie. La
stimulation transcranienne par courant continu (tDCS) est une technique de neuromodulation non
invasive, peu coliteuse et avec tres peu d'effets secondaires qui est I'objet d'un regain d'intérét par la
communauté scientifique et médicale. La tDCS consiste a moduler I'activité neuronale en modifiant la
polarisation membranaire de repos dans le but de rétablir les activités cérébrales anormales décrites
chez les patients souffrant de dépression. Si certains des mécanismes d'action de la tDCS sont bien
documentés, beaucoup de connaissance sont encore manquantes et |'utilisation de la tDCS en

clinique reste mal maitrisée, avec des effets thérapeutiques plus ou moins prononcés.
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Ce travail de these a deux objectifs principaux. Le premier est d'améliorer les connaissances sur les
effets comportementaux de la tDCS chez la souris; apres la détermination des parameétres de
stimulation permettant d'obtenir la réponse comportementale la plus robuste chez la souris saine,
|'effet de type antidépresseur de la tDCS sera confirmé dans différents modéles de dépression. Le
second est d'identifier certains des mécanismes d'action de la tDCS; les structures cérébrales
recrutées par la tDCS seront identifiées et |'effet de la tDCS sur les processus inflammatoires induit

par la procédure de stress chronique (UCMS) sera évalué.

Nous présenterons, tout d’abord, dans ce manuscrit un état de I'art des connaissances sur la
dépression, sa physiopathologie et ses traitements puis nous nous focaliserons sur les données de la
littérature concernant la tDCS, ses effets et ses mécanismes d’action connus. Nous présenterons
ensuite le détail des techniques et expérimentations réalisées dans ce travail puis les résultats
obtenus. Enfin nous nous attacherons a replacer ces données dans leur contexte scientifique et a

déterminer leurs applications et perspectives.
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RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

1 LA DEPRESSION UNIPOLAIRE OU SYNDROME DEPRESSIF MAJEUR

1.1 Symptoémes, Prévalence et Conséquences de la dépression

La premiere description de la dépression est faite par Hippocrate (460-370 avant J.C.) qui la
caractérise comme une entité distincte due a un excés de bile (mélas) noire (kholé), on I'appelle alors
la mélancolie. Elle est ensuite considérée pendant de nombreux siécles, de méme que les autres
maladies psychiques, comme un témoin de la présence du malin. Il faut attendre le XVIléeme Siecle
pour qu’elle soit considérée comme un syndrome et elle est aujourd’hui reconnue comme une
pathologie a part entiére dont les symptémes sont décrits dans le DSM-V (Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders ou Manuel Diagnostique et Statistique des troubles mentaux) de
I’American Psychiatric Association (APA-Association américaine de Psychiatrie) ou la CIM-10
(Classification internationale des Maladies) publiée par I'OMS.

Les critéres diagnostiques de I'épisode dépressif majeur selon le DSM-5 sont les suivants :

A. Aumoins 5 des symptdmes suivants ont été présents durant la méme période de deux semaines et
représentent un changement par rapport au fonctionnement précédent : au moins un de ces symptomes
est soit (1) une humeur dépressive, soit (2) une perte d'intérét ou de plaisir.

Remarque : Ne pas inclure les symptémes qui sont clairement attribuables a une autre condition médicale.

1. Humeur dépressive présente la plus grande partie de la journée, presque tous les jours, comme
signalée par la personne (p. ex., se sent triste, vide, désespérée) ou observée par les autres (p. ex.,
pleure). (Remarque : Chez les enfants et les adolescents, peut étre une humeur irritable.)

2. Diminution marquée de I'intérét ou du plaisir pour toutes, ou presque toutes, les activités, la plus
grande partie de la journée, presque tous les jours (signalée par la personne ou observée par les
autres).

3. Perte de poids significative en I'absence de régime ou gain de poids (p. ex., changement de poids
excédant 5 % en un mois), ou diminution ou augmentation de I'appétit presque tous les jours.
(Remarque : Chez les enfants, prendre en compte I'absence de I'augmentation de poids attendue.)

4. Insomnie ou hypersomnie presque tous les jours.

5. Agitation ou ralentissement psychomoteur presque tous les jours (observable par les autres, non
limités a un sentiment subjectif de fébrilité ou de ralentissement intérieur).

6. Fatigue ou perte d'énergie presque tous les jours.

7. Sentiment de dévalorisation ou de culpabilité excessive ou inappropriée (qui peut étre délirante)
presque tous les jours (pas seulement se faire grief ou se sentir coupable d'étre malade).

8. Diminution de I'aptitude a penser ou a se concentrer ou indécision presque tous les jours (signalée par
la personne ou observée par les autres).

9. Pensées de mort récurrentes (pas seulement une peur de mourir), idées suicidaires récurrentes sans
plan précis ou tentative de suicide ou plan précis pour se suicider.

B. Lessymptdémes entrainent une souffrance cliniquement significative ou une altération du fonctionnement
social, professionnel ou dans d'autres domaines importants.

C. L'épisode n'est pas imputable aux effets physiologiques d'une substance ou d'une autre affection
médicale.



http://www.psychomedia.qc.ca/lexique/definition/idee-delirante

Selon I'OMS, la dépression est le premier facteur de morbidité et d’incapacité dans le monde ; elle
concernerait plus de 300 Millions de personnes.

Outre la souffrance psychique du patient, les conséquences de la dépression sont importantes et
parfois dramatiques. Les relations sociales et familiales peuvent étre considérablement altérées, de
méme que la sphére professionnelle, avec notamment, une multiplication des arréts de travail et une
baisse de productivité. La dépression peut également étre associée a [I'apparition et au
développement de troubles somatiques connexes, comme par exemple, le diabete, les pathologies
cardio-vasculaires et les maladies infectieuses. Enfin, 'une des conséquences directes la plus
dramatiques est le risque suicidaire. La dépression est la premiere cause de suicide et le risque de
tentative de suicide est multiplié par 21 en cas de syndrome dépressif majeur (Olié and Mouren
2014).

Le colt socio-économiques est lui aussi non négligeable, d’'une part par le co(it des traitements
propres a cette pathologie mais aussi aux pathologies associées. Citons pour exemple, une étude du
Credes (centre de recherche, d’étude et de documentation en économie de la Santé) qui a mis en
évidence que, sur une période de 3 mois, un dépressif souffre de 7 affections en moyenne, générant
une facture de 555 € dont 120 € au titre de la maladie principale quand un individu non dépressif
n’en déclare que 3 pour une dépense de 180 €. Au-dela de ce colt direct, 'OMS met surtout en
avant la perte économique mondiale relative au manque de reconnaissance et d’acces aux soins de la

dépression et I'estime a 1000 milliards de dollars US par an.

1.2 Etiologie de la dépression

La dépression est une pathologie complexe et multifactorielle dont certaines causes et atteintes
physiopathologiques ont été identifiées sans qu’elles soient exclusives, exhaustives et systématiques.
Nous dresserons ici un inventaire des connaissances actuelles mais de nombreuses pistes restent a

investiguer.

1.2.1  Facteurs génétiques et héritabilité de la dépression

Si la dépression n’est pas une maladie génétique, plusieurs études mettent en avant I’héritabilité de
la dépression. Dans leur étude portant sur des familles de jumeaux mono-et dizygotes, Sullivan et al.
(2000) déterminent la part d’héritabilité de la dépression a environ 37%. |l semblerait également que
cette part ne soit pas identique selon les caractéristiques de la pathologie. En effet, les formes
précoces, séveres et récurrentes auraient une héritabilité plus importante que les autres formes
(Holmans et al. 2007).

Cependant, et malheureusement, aucune association systématique entre des marqueurs génétiques

et la dépression n'est possible et aucun géne majeur n’a pu étre isolé. Les études suggerent plutot
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que les facteurs génétiques prédisposeraient au développement de la pathologie en cas d’exposition
a des facteurs environnementaux qui feraient office de déclencheur. Le stress est I'un de ces
facteurs, cet aspect sera développé dans un paragraphe ultérieur.

A ce jour, plusieurs génes semblent avoir une pertinence plus élevée que les autres pour explorer les
facteurs génétiques impliqués dans I'apparition de troubles dépressifs. Parmi eux, la présence d’un
polymorphisme du transporteur de la sérotonine, du récepteur 5-HT1A, de la tryptophane
hydroxylase 2 (TPH-2), du « brain derived neurotpohic factor » (BDNF) (Gonda et al. 2018), serait
associée a la survenue d’une dépression relative au stress, ou d’une modulation des états dépressifs
et de la réponse aux antidépresseurs. Nous allons ici détailler plus précisément le gene le plus étudié
dans le contexte de la dépression; le géne codant pour le transporteur de la sérotonine (SERT ou 5-
HTT). SERT est la cible des antidépresseurs inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine
(ISRS), largement utilisés en clinique et qui montrent une efficacité significative dans le traitement de
la dépression. Il n’y a pas de preuve directe d’association de ce géne aux troubles dépressifs,
cependant sa région promotrice est le siége d’un polymorphisme fonctionnel (5-HTTLPR)
responsable, selon I'inclusion ou non de 44 paires de bases, de la présence d’un alléle long ou court
et donc du taux d’expression du gene 5-HTT. Plus précisément, la variante courte du geéne est
associée a une activité transcriptionnelle réduite se traduisant par une diminution d’expression du
transporteur et donc une baisse de la recapture de la sérotonine (5-HT) en comparaison a la version
longue (Lesch et al. 1996, 1994; Heils et al. 1996). Selon les études génétiques, I'allele court serait
associé a l'occurrence de troubles dépressifs chez 'Homme et prédisposerait a la manifestation
d’une personnalité anxieuse et pessimiste (Lesch et al. 1996; Ogilvie et al. 1996). De plus, le
polymorphisme génétique du géne 5-HTT serait susceptible de moduler I'influence des événements
stressants sur I'apparition des symptomes dépressifs : I’allele court est associé a I'exacerbation des
symptomes dépressifs, du risque suicidaire et au diagnostic de dépression en lien avec les
événements stressants (Caspi et al. 2003). La preuve d’une interaction géne-environnement dans la
pathologie dépressive est ici clairement démontrée. Elle a d’ailleurs été confirmée dans une méta-
analyse portant sur une cinquantaine d’études menées chez ’'Homme ou I'animal (Karg et al. 2011).
Au niveau cérébral, une étude a démontré I'association entre le génotype 5-HTTLPR et les structures,
fonctions et interconnections des circuits neuronaux impliquant I'amygdale et le cortex cingulaire
antérieur (rACC pour rostral anterior cingulate cortex et cACC pour caudal anterior cingulate cortex),
structures cérébrales impliquées dans le circuit des émotions et potentiellement la dépression
(Pezawas et al. 2005). Il a en effet été démontré au niveau fonctionnel, une diminution de la
connectivité entre 'amygdale et le rACC chez les porteurs de I'alléle court du géne 5-HTT, synonyme

d’une augmentation d’activité de I'amygdale chez ces sujets puisque le rACC module négativement
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I'activité de I'amygdale. D’un point de vue structurel, les analyses morphométriques réalisées dans
cette étude ont montré chez les porteurs de I'allele court du géne 5-HTT, une réduction du volume
de matiere grise dans des régions limbiques fortement impliquées dans le traitement des émotions

négatives et en particulier le cortex cingulaire périgénual et 'amygdale.

1.2.2  L’hypothése monoaminergique
L’hypothese monoaminergique est I’hypothése phare de la dépression depuis les années 50. Elle tire
son origine de l'effet dépressiogéne de la réserpine, utilisée, au départ, a des fins hypotensives
(Cocco and Agué 1977; Freis 1954). Cet alcaloide inhibe le transport vésiculaire des monoamines
(adrénaline, sérotonine, noradrénaline, dopamine) résultant en une déplétion de ces monoamines au
niveau des terminaisons axonales centrales et périphériques. Elle est également a l'origine de
I'avenement des antidépresseurs de type IMAO (inhibiteur de la monoamine oxydase), ISRS
(inhibiteur sélectif de la recapture de la sérotonine) et ISRSNA (inhibiteur sélectif de la recapture de
la sérotonine et de la noradrénaline), aujourd’hui largement utilisés dans le traitement de la

dépression.

Plus en détail, I'hypothése monoaminergique propose qu’une déficience ou un dysfonctionnement
de la neuromodulation assurée par les monoamines au niveau cérébral soit a l'origine de la
dépression. Plusieurs données corroborent cette hypothese :

Tout d’abord, un taux réduit de 5-HIAA (5-hydroxyindoleacetic acid), métabolite principal de la
sérotonine, a été retrouvé dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) de patients déprimés sans
traitement. Une concentration réduite de 5-HT et de 5-HIAA est également retrouvée en post-
mortem dans le cerveau de patients déprimés et/ou suicidés. Les patients souffrant de dépression
présentent également des concentrations plasmatiques diminuées de tryptophane (Owens and
Nemeroff 1994).

Ces taux bas de monoamines sont associés a des perturbations de fonction des protéines de
transport, qui jouent un réle crucial dans la communication nerveuse et la transmission
monoaminergique. Ainsi une augmentation de I'activité de la monoamine oxydase, responsable de
la recapture de la 5-HT dans la fente synaptique, est observée chez les patients souffrant de
dépression, résultant en une diminution de la sérotonine disponible (Jesulola et al. 2018) et
I'inhibition de cette enzyme est la base de nombreux antidépresseurs (IMAO).

Le fonctionnement des récepteurs aux monoamines peut également jouer un rdle dans cette
hypothese monoaminergique. Un grand nombre d’études biomoléculaires ont démontré de telles

anomalies dans le cas de la dépression. Les patients présentent par exemple, un amoindrissement du

20



nombre et de l'affinité des récepteurs 5-HT: et 5-HT, et une hypersensibilité des récepteurs
adrénergiques oy, chargés de moduler la libération de noradrénaline dans le cerveau (Hrdina et al.
1997; Kaufman et al. 2016). La signalisation cellulaire est également altérée, notamment via les
protéines-G et les protéines kinases (Coull et al. 2000).

Les études en tomographie par émission de positrons (TEP) ont largement contribué a I'avénement
de I’hypothese monoaminergique de la dépression en confirmant I'implication de la sérotonine, la
noradrénaline, le glutamate et la dopamine dans la physiopathologie de la dépression (Jesulola et al.
2018; Yohn et al. 2017; B. Liu et al. 2017). On retrouve, en effet, chez des patients déprimés, une
altération du potentiel de couplage des récepteurs 5HTi, et 5HTy, (Sullivan et al. 2015; Wang et al.
2016; Ananth et al. 2018; Parsey et al. 2006; Iscan et al. 2017; Tiger et al. 2016; Meyer et al. 2004;
Voineskos et al. 2007; Arakawa et al. 2016; Lee et al. 2014, 2015) et une diminution de la
transmission noradrénergique. Un traitement par antidépresseur engendre également une
augmentation de la neurotransmission glutamatergique chez des patients déprimés, et
I"administration d’un traitement augmentant la liaison de la noradrénaline a ses récepteurs entraine
une augmentation de la symptomatologie dépressive (Arakawa et al. 2008; Sekine et al. 2010;
Moriguchi et al. 2017; Moriguchi, Yamada, et al. 2017; Yatham et al. 2018; Abdallah et al. 2017; C.-T.
Li et al. 2016; Chen et al. 2018; Esterlis et al. 2018).

1.2.3 Le stress: hypothese de 'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA
pour hypothalamic-pituitary-adrenal axis)

Le stress est lI'un des facteurs environnementaux majeurs pouvant précipiter I'apparition de
symptomes dépressifs. |l est admis dans la littérature scientifique que le lien entre stress et
dépression passerait par I'hyper activation de I'axe HPA, circuit impliqué dans la perception du stress
par I'organisme et la réponse physiologique appropriée.
En condition non pathologique, l'interprétation subjective d'un stimulus comme une menace/un
stress par le systéeme limbique (i.e. amygdale et hippocampe) induit d'une part I'activation du locus
coeruleus (LC, noyau regroupant les neurones noradrénaline) et du systéme nerveux sympathique, et
d'autre part la libération d'hormones par |I'axe HPA. En effet, |'activation du noyau paraventriculaire
(PVN) de I'hypothalamus par les noyaux amygdaliens, I'hippocampe, le cortex préfrontal et le LC
entraine la sécrétion de CRF (corticotropin releasing factor) et de vasopressine (Figure 1). Ces
hormones activent alors la sécrétion d’ACTH (adrenocorticotrophic hormone) par I’'hypophyse qui
stimule ensuite la sécrétion de glucocorticoides (GCs), hormones stéroides (cortisol chez I’'Homme et
corticostérone chez le rongeur), par les glandes surrénales. Une fois libérés dans la circulation

sanguine, les glucocorticoides inondent l'organisme et agissent au niveau périphérique sur les
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fonctions métaboliques et immunitaires mais également au niveau cérébral ou ils agissent, entre
autre, sur la survie neuronale, la neurogeneése, la mémorisation et |'appréciation émotionnelle des
évenements (Herbert et al. 2006; Pariante and Lightman 2008; Nicolaides et al. 2015). Les
glucocorticoides interagissent également avec leurs récepteurs de |'axe HPA (au niveau de
I'hypophyse, de I'hypothalamus et de I'hippocampe) afin d’induire un rétrocontréle négatif sur la
sécrétion de CRF et de vasopressine par I'hypothalamus et d’ACTH par I’hypophyse (Pariante and
Lightman 2008; Nicolaides et al. 2015). Ce processus permet le maintien de I'homéostasie de
I’organisme, cependant en cas de sur-activation ou sous-activation de ce systeme, I’'homéostasie
n’est plus maintenue ce qui implique de multiples conséquences physiologiques pouvant mener a

des pathologies aigues ou chroniques (Nicolaides et al. 2015).
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Figure 1 : Axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien.

Le lien entre dépression et axe HPA se fait au niveau de la boucle de rétroaction négative des
glucocorticoides puisqu’il est suggéré que la dépression pourrait étre la conséquence d’une
exposition chronique au stress entrainant un dysfonctionnement du systéme de gestion du stress. En

effet, lors d’un stress chronique, I'activation répétée de I'axe HPA entrainerait une altération du
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rétrocontrole négatif et du fonctionnement des récepteurs aux glucocorticoides engendrant un
niveau élevé et continu de cortisol dans le sang. Des données cliniques soutiennent cette hypothese;
un pourcentage significatif (50 %) de patients souffrant de dépression sévere présente un niveau
élevé de cortisol dans la salive, le plasma, I'urine et une taille accrue de I’hypophyse et des glandes

surrénales (pour revue, voir (Nemeroff and Vale 2005)).

L'exposition a des stress chronique et le déreglement de I'axe HPA induisent plusieurs altérations
neurobiologiques qui pourraient étre transmisse par les facteurs neurotrophiques. Le BDNF (Brain
Derived Neurotrophic Factor), facteur neurotrophique cérébral majeur, a été beaucoup étudié ces
dernieres années (Angelucci et al. 2005; Nestler et al. 2002). Chez I'animal, le stress aigu ou
chronique induit une diminution de I'expression de BDNF au niveau du gyrus denté et de la couche
de cellules pyramidales de I’hippocampe (Smith 1996). La grande majorité des antidépresseurs
induisent, a I'inverse, une augmentation de I'expression de BDNF dans ces régions et sont capables
de reverser l'effet du stress précédemment décrit (Nibuya et al. 1996). Chez I'Homme, la
participation du BDNF a également été démontrée; une diminution des taux plasmatiques de BDNF a
été retrouvée chez les patients souffrant de dépression majeure et une surexpression de BDNF a été
retrouvée, en post-mortem, au niveau hippocampique dans les cerveaux de patients traités par
antidépresseurs (Karege et al. 2002; Chen et al. 2001).

Outre les facteurs neurotrophiques, la médiation entre stress et dépression pourrait également étre
liée aux processus inflammatoires, 'une des nouvelles hypothéses physiopathologiques de la

dépression. Ce point sera développé dans la partie suivante (1.2.4).

De nombreux modeles animaux, dont certains seront utilisés dans ce travail, sont basés sur
I’hypothése de I'axe HPA. Nous citerons pour exemple, le modele UCMS (unpredictible chronic mild
stress) et le modéle CORT (administration chronique de corticosterone). Le modéle UCMS développé
par Katz en 1981 (Katz et al. 1981) consiste en une série de stress de faible intensité, administrée de
maniere chronique et aléatoire sur plusieurs semaines. Ce modéle comportemental est sensé mimé
I’exposition répétée au stress susceptible d’induire une dépression chez I'homme.

Le modele CORT, quant a lui, consiste en une administration chronique de corticostérone (équivalent
du cortisol humain) dans I'eau de boisson, la aussi pendant plusieurs semaines (Murray et al. 2008a;
David et al. 2009; Gourley et al. 2008; Ardayfio and Kim 2006). Cette administration chronique mime,
quant a elle, I'effet physiologique d’une exposition répétée au stress et probablement la

dérégulation de I'axe HPA décrite en début de ce paragraphe.

23



Ces modeles murins de la dépression seront développés plus précisément dans le paragraphe 1.3.3

(modeles basés sur les stress environnementaux).

1.2.4  L’hypothese inflammatoire
Les hypothéses étiologiques de la dépression présentées précédemment sont les plus courantes et
les plus anciennes. Aujourd’hui, de nouvelles hypothéses émergent dans la communauté
scientifique ; I’hypotheése inflammatoire est 'une des principales et celle qui offre des perspectives
thérapeutiques des plus intéressantes. Cette hypothése étant au cceur d’'une partie de ce travail de

thése, nous la développerons particulierement dans ce chapitre.

e Inflammation et SNC : généralités

Le systéeme immunitaire est un systeme complexe qui a pour but de protéger I'organisme contre les
agressions telles que les pathogenes et leurs toxines.

Il est composé de 3 systemes de défense agissant a différents niveaux : (1) les barrieéres anatomiques
et physiologiques telles que la peau, le mucus ou encore la salive, (2) 'immunité innée impliquant les
cellules phagocytaires mononucléaires (macrophages et monocytes) et polynucléaires (neutrophiles)
et (3) I'immunité acquise caractérisée par l'activation des lymphocytes T et B et la production
d’anticorps spécifiques.

Le systéme nerveux central a longtemps été considéré comme un organe immun privilégié, du fait de
I'existence de la barriere hémato-encéphalique et ses jonctions serrées limitant la pénétration des
anticorps et cellules immunitaires périphériques non activées. Cependant on sait aujourd’hui qu’une
activation immunitaire périphérique peut agir sur le cerveau et qu’une réaction inflammatoire peut
se mettre en place au sein méme du SNC. Ce phénomene est appelé neuroinflammation.

Les principaux médiateurs de I'inflammation du SNC sont les cytokines, des grosses protéines qui
font partie d’une grande famille de molécules de signalisation cellulaire. De maniere grossiere, elles
peuvent étre distinguées en deux catégories: pro-inflammatoires, c’est le cas du TNF, de
I'interleukine (IL) 1 et d’IL-6, ou anti-inflammatoires, comme par exemplelL-10 ou TGF-B. Elles ont un
role central et multiple puisqu’elles agissent en cascade sur de nombreuses autres molécules.

Au niveau central, les cytokines sont produites par les neurones eux-mémes, les astrocytes et la
microglie, cette derniere semblant jouer un réle particulierement important dans I'immunité innée
cérébrale. Les cellules microgliales d’origine myéloide sont les macrophages résidents du SNC. Elles
ont une morphologie particuliere caractérisée par des prolongements fins qui « surveillent » le
micro-environnement neuronal. Une fois activée, elles sont capables de modifier leur morphologie et
présente alors un corps cellulaire hypertrophique et des prolongements rétractés et condensés. Les

cellules microgliales peuvent alors mettre en place des mécanismes transcriptionnels qui menent a
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I'analyse et a la libération des cytokines et d’autres seconds messagers. Ce phénomeéne est appelé

gliose réactionnelle (Fleshner et al. 2017; Wohleb et al. 2016).

Dans le lien entre inflammation et dépression, outre I'activation immunitaire centrale, les cytokines
périphériques peuvent également agirent sur le fonctionnement cérébral. Ces molécules sont en
effet capables de passer la barriere hémato-encéphalique (BHE) au niveau de zones spécifiques, plus
« laches » telles que l'organe circumventriculaire, ou par un transport actif au travers de cette
barriere (Quan and Banks 2007). Elles peuvent également agirent via I'activation du nerf vague, par
I’entrée de monocytes activés de la périphérie vers le systéme nerveux central (SNC) et en tant que
second messager au niveau de la couche endothéliale de la BHE (Krishnadas and Cavanagh 2012;
Capuron and Miller 2011).

Les cytokines, centrales ou périphériques, inondent le cerveau et leur action y est multiple.

e Evidence du lien entre inflammation et dépression

C’est a la fin des années 80 que les premieres données soulevant I’hypothése d’un lien entre systéme
immunitaire et dépression apparaissent, et notamment grace a la découverte d’une augmentation
notable du nombre total de globules blancs dans le sang et du pourcentage de neutrophiles et de
lymphocytes chez les patients dépressifs (Zorrilla et al. 2001). De méme, une diminution de I'activité
des « natural killer cells » est également mise en évidence chez ces sujets (Irwin et al. 1987; Irwin and
Miller 2007). Par la suite, de nombreuses données cliniques et précliniques ont fourni la preuve

irréfutable de ce lien entre inflammation et dépression et ce, par de nombreuses approches.

Premierement, les cliniciens observent une comorbidité trés importante entre la dépression et de
nombreuses pathologies impliquant le systeme immunitaire. On note, entre autres, une prévalence
augmentée de syndrome dépressif majeur dans des conditions inflammatoires comme I'asthme,
I'arthrite, les maladies coronariennes, le diabéte ou encore I'obésité. Par exemple, la prévalence de
dépression chez les patients hospitalisés pour une pathologie cardiaque est comprise entre 17 et
25% (Halaris 2017) et entre 13 et 42% chez les patients souffrant d’arthrite rhumatoide, une maladie
auto-immune fréquente (Pryce and Fontana 2017). Il est important de noter que ces co-morbidités
sont bidirectionnelles, I'ordre d’apparition des symptomes inflammatoires ou dépressifs étant

variable.

Un second argument est en faveur du lien entre perturbations immunitaires et dépression, il s’agit

des modifications d’expression des marqueurs de I'inflammation, principalement les cytokines,
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chez les patients souffrant de dépression. Comme précédemment décrit, les cytokines sont des
protéines de signalisation cellulaire responsables de la médiation et de la régulation de la réponse
immunitaire. Elles peuvent étre pro-inflammatoires (IL-1pB, IL-6, IL-8 et TNFa (tumor necrosis factor))
ou anti-inflammatoires (IL-1Ra, IL-4, IL-10 et TGF (transforming growth factor)-p1).

Il est aujourd’hui admis que I'expression de ces cytokines est modulée lors d’un trouble dépressif
méme si le niveau de perturbation et le type de cytokine concerné varie selon les études. Il est par
exemple retrouvé chez des patients déprimés, comparés a des sujets sains, une surexpression de
TNFaR1 (sous-type 1 du récepteur au TNF) , TNFa, d’IL-6, d’IL-10 et d’IL-1B et une augmentation de la
CRP (Huang et al. 2018; Zhang et al. 2018; Zou et al. 2018; Danner et al. 2003; Dowlati et al. 2010).
L'équipe de Garden a étudié I'expression de 27 marqueurs plasmatiques immunitaires chez des
patients agés souffrant de dépression unipolaire et a retrouvé une surexpression de 22 d’entre eux,
comparé aux taux présents chez des témoins agés sains (Gaarden et al. 2018). De maniére
intéressante, il semble que ces taux anormalement élevés varient également selon le type de
dépression. En effet, les patients déprimés résistant au traitement antidépresseur montrent une
élévation encore plus conséquente de cytokines pro-inflammatoires (Haroon et al. 2018; Huang et al.
2018). Cette surexpression de cytokines est également positivement corrélée a la sévérité de la
dépression, comme I'ont montré Zou et al. (Zou et al. 2018) qui observent une corrélation entre le
score HAMD (Hamilton depression rating scale — échelle de dépression d’Hamilton) et des niveaux

plus élevés d’IL-1B et de TNFa.

Ces modifications sont également observées dans différents modéles animaux de dépression (Liu
et al. 2017). Une augmentation des concentrations périphériques et centrales de cytokines pro-
inflammatoires (IL-1B, IL-6 et TNFa) est ainsi observée chez des animaux soumis au protocole
d’UCMS [unpredictable chronic mild stress (stress chroniques modérés imprédictibles)] (Steptoe et
al. 2001; Persoons et al. 1995; Grippo et al. 2005; Kubera et al. 1998; Goshen et al. 2008; Pan et al.
2006; You et al. 2011; S. Li et al. 2008; W. Liu et al. 2013), de résignation acquise (Chourbaji et al.
2006), d’isolement social (Bartolomucci et al. 2003; Moller et al. 2013) ou de défaite sociale (Gémez-
Lazaro et al. 2011; Patki et al. 2013; Sukoff Rizzo et al. 2012; Audet et al. 2011) et chez des rongeurs
ayant subi une ablation du bulbe olfactif (Rinwa et al. 2013; Song et al. 2009). Les effets de I'UCMS

sur la réponse inflammatoire seront détaillés plus loin, dans le paragraphe 1.3.

Si ces éléments sont en faveur d’une sur-activation du systeme immunitaire dans la dépression, il
faut noter que les taux de cytokines chez les patients déprimés restent bien inférieurs a ceux

observés dans les pathologies impliquant directement le systéme immunitaire (Zunszain, Hepgul, and
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Pariante 2013). De plus, il a été observé chez des patients déprimés une diminution de la réponse
immunitaire induite par une injection de LPS (lipopolysaccharide) (Zhang et al. 2018).
L'administration de LPS, composant essentiel de la paroi des bactéries a Gram négatif (ex: E-coli), ne
déclenche pas d'infection mais provoque une forte réponse du systéme immunitaire prenant la
forme de symptémes pseudo-grippaux pendant quelques heures suivant l'injection. 18h aprés
stimulation par LPS, les patients souffrant de dépression montrent un taux inférieur d’IL-18, IL-6 et
TNFa par rapport a des sujets sains, taux pourtant plus élevés chez ces patients en I'absence de LPS.
L'hypotheése soulevée par cette équipe postule que la pathologie dépressive engendrerait une
inflammation chronique a bas bruit qui induirait un affaiblissement de la réponse immunitaire innée
des patients en présence d’un agent pathogene, phénoméne pouvant s’apparenter au processus de
tolérance immunitaire induit par une inflammation chronique et pouvant également expliquer la
prévalence accrue de certaines pathologies inflammatoires chez les patients déprimés mentionnée

en début de chapitre.

Le lien entre inflammation et dépression est également mis en évidence par I'effet pro-dépressif de
I'administration exogéne de cytokines et I’effet antidépresseur d’agents anti-inflammatoires ou de
mutations génétiques altérant le systéme immunitaire.

Concernant le premier point, il est fréquemment observé chez des patients traités par
immunothérapie dans le cas de cancer (traitement par 1I-2) ou d’hépatite C chronique (traitement
par IFNa) une induction de symptomes dépressifs. Dans une revue de neuf études prospectives
conduites chez des patients traités par IFNa dans un contexte d’hépatite C, la prévalence de
dépression était comprise entre 20 et 30% alors qu'elle est de 15% sur la vie entiere pour la
population générale (Krishnadas and Cavanagh 2012).

L'effet « protecteur » d’'une altération du systéeme immunitaire est confirmé par I'utilisation de
modeles animaux transgéniques, comme les souris Knock-out (KO) pour le récepteur aux IL-1 ou des
souris sur-exprimant un antagoniste de ces récepteurs. Ces animaux, lorsqu’ils sont soumis a un
protocole de CMS pendant 5 semaines, ne présentent pas les modifications inflammatoires et
comportementales qui y sont associées chez des animaux sains (Goshen et al. 2008). Les souris KO
pour le géne codant I'lL-6 sont quant a elles « résistantes » au protocole de résignation acquise, et les
souris KO pour le geéne codant le récepteur 1 au TNFa ne montrent pas les comportements de type
dépressif généralement associés a la contention (Chourbaji et al. 2006; Kaster et al. 2012; Liu et al.

2017).

27



Un autre élément en faveur du lien entre inflammation et dépression est I'impact des traitements
anti-inflammatoires sur ’lhumeur. De nombreuses études ont été réalisées avec des composés anti-
inflammatoires dans un contexte de dépression, seule ou associée a d’autres pathologies
somatiques. Les composés testés le plus fréquemment sont les acides gras omégas 3, la curcumine,
les composés anti-inflammatoires non stéroidiens ou NSAIDs (pour non-steroid anti-inflammatory
drugs), le Celecoxib (inhibiteur de la cyclo-oxygénase 2 ou Cox 2) ou l'Infliximab (antagoniste du
TNFa). Les résultats sont mitigés, présentant selon les études des effets positifs ou négatifs de ces
composés sur les symptomes dépressifs (pour revue voir (Liu et al. 2017; Raison 2017; Kohler et al.
2014)). 1l a par exemple été mis en évidence que l'infliximab réduit les symptomes dépressifs mais
uniquement chez les patients souffrant de dépression résistante et associée a une forte inflammation
basale (Raison et al. 2013). Malgré de nombreuses limites, tant au niveau des populations d’étude
(hétérogénéité des pathologies, comorbidités) que des traitements utilisés (en association ou non
avec des antidépresseurs, prise en compte des effets secondaires), toutes ces études ont le mérite de
soulever I'évidence du lien entre systeme immunitaire et pathologie dépressive, sans pour autant

démontrer le potentiel thérapeutique des anti-inflammatoires dans le traitement de la dépression.

Finalement, le dernier argument en faveur de I'association entre immunité et dépression vient de la
mise en évidence de la capacité des traitements antidépresseurs classiques a moduler I’expression
des marqueurs de I'inflammation. De nombreuses études cliniques ont aujourd’hui été menées chez
des patients souffrant de syndrome dépressif majeur et traités par antidépresseurs dans le but
d'évaluer la réponse comportementale/thérapeutique aux antidépresseurs et de mesurer les taux
plasmatiques de cytokines. Deux méta-analyses ont combiné certaines de ces données. La premiére
menée par Hannestad et al. portait sur 22 essais cliniques évaluant les taux sériques de TNF-a, IL-6 et
IL-1B avant et apres traitement antidépresseurs chez des patients souffrant de syndrome dépressif
majeur. Les auteurs concluent a une réduction des symptomes dépressifs par les antidépresseurs
associée a une diminution des taux d’IL-1B et 1l-6 mais pas de TNF-a (Hannestad et al. 2011). La
seconde méta-analyse compile les données issues de 35 essais investiguant I'expression d’IL-6, TNF-a
et de protéine C-réactive (CRP pour C-reactive protein) également chez des patients souffrant de
dépression et traités par antidépresseurs. Les résultats sont en faveur d’'une diminution du taux d’IL-
6 induite par les traitements mais ceci indépendante de la réponse clinique. Il est a noter que le taux
persistant de TNF-a a pu étre associé a la résistance au traitement antidépresseur (Strawbridge et al.
2015).

L'effet des antidépresseurs sur le systeme immunitaire a également été démontré chez I'animal

(Schmidt et al. 2016). Par exemple, chez le rat, I'imipramine et la fluoxétine conduisent a une
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réduction de I'expression des ARNm de TNF-a et IL-1B dans des cultures microgliales (Obuchowicz et
al. 2014). La paroxétine et I'amitryptiline entrainent une diminution des taux de TNF-a et IL-1B
(Vismari et al. 2012; Liu et al. 2014). La miansérine, quant a elle, réverse la surexpression de TNF-a et

d’IL-6 induite par le stress chronique et la stimulation par LPS (Manikowska et al. 2014).

e Les mécanismes neurobiologigues sous-tendant |I’hypothése inflammatoire de la

dépression

o Activation de lI'indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO1) et ses conséquences

L'un des mécanismes d’action clé des cytokines est I'activation de I'IDO1 (Dantzer 2017). Son
implication dans I’hypothése inflammatoire de la dépression vient tout d’abord d’une observation
faite chez des patients souffrant de cancer et traités par IL-2 ou IFN-a et qui avaient des taux
diminués de tryptophane circulant. L'importance de cette diminution était positivement corrélée a la
sévérité des symptomes dépressifs. Le tryptophane étant métabolisé par I'enzyme IDO1, un lien
entre cette molécule et la symptomatologie dépressive a été recherchée. Chez des souris injectées
au LPS ou au Bacillus Calmette-Guerin (BCG, forme atténuée de Mycobacterium bovis), une
activation d’'IDO1 a été observée, et la temporalité de cette activation était corrélée a la disparition
des comportements de type maladif (cf: symptéme pseudo-grippal) et a I'apparition des symptémes
dépressifs (Lestage et al. 2002; Moreau et al. 2005; Moreau et al. 2008), I'IDO1 semble ainsi étre un
élément clé de la transition entre comportements maladifs et dépression.

Mais par quels processus cet enzyme peut agir sur le cerveau pour induire une symptomatologie
dépressive ? Plusieurs voies d’action semblent impliquées et pour mieux les comprendre, un point
sur le réle de I'IDO1 est nécessaire.

Le tryptophane ingéré est métabolisé selon deux voies (Figure 2). La premiére, qui concerne environ
1% du tryptophane consiste en sa dégradation en 5-hydroxy tryptophane par I’'enzyme tryptophane
hydroxylase, ce métabolite étant lui-méme dégradé en sérotonine (5- hydroxy-tryptamine) par
I’enzyme décarboxylase. Les 99% restant suivent quant a eux la voie des kynurénines. La premiére
étape consiste en la dégradation du tryptophane par I'IDO1 ou la tryptophane 2,3 dioxygenase (TDO)
en N-formyl-kynurénine. Cette molécule est ensuite métabolisée en kynurénine par la formamidase.
La kynurénine suit alors a son tour deux voies de transformation. La premiere aboutit a la production
d’acide kynurénique (KA) via I'enzyme kynurénine aminotransférase, et la seconde a la libération de
3-hydroxykynurenine (3HK) (via I'enzyme kynurenine monooxydase KMO) puis d’acide quinolinique

(QA) (figure 2).
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Figure 2: Métabolisme du tryptophane. Le tryptophane peut étre métabolisé selon deux voies; une
aboutissant a la synthése de la sérotonine et |'autre permettant la synthése de kynurénine. Les principaux
enzymes sont notés en rouge (Li et al. 2015).

L’activation d’IDO1 par les cytokines a donc plusieurs conséquences :

1)

Diminution de la biodisponibilité du tryptophane par I'augmentation de la métabolisation du
tryptophane en kynurénine. Par voie de conséquence, I'utilisation du tryptophane dans la
synthése protéique est diminuée et la production de sérotonine est limitée (Bradley et al.
2015; Widner et al. 2002).

Augmentation de la production de kynurénines. Contrairement a ce qui a longtemps été
pensé, les kynurénines ne sont pas biologiquement inactives. En effet, elles agissent comme
des ligands de haute affinité avec les récepteurs aryl hydrocarbones (AHR), récepteurs
présents dans de nombreux types cellulaires et jouant un réle protecteur au niveau des
mugqueuses et des barriéres tissulaires. L’activation des AHR par les kynurénines a un effet
immunosuppresseur tant au niveau de l'immunité innée que de I'immunité acquise. Ce
processus semble nécessaire a l'induction de I'état de type dépressif qui apparait aprés une
injection de LPS chez le rongeur. En effet, une injection de LPS n'induit pas de
comportements de type dépressif quand l'activation de la voie des kynurénine est
génétiquement ou pharmacologiquement bloquée (Lawson et al. 2013; O’Connor et al.
2009).

Augmentation des métabolites de la kynurénine. Or il semble que ces métabolites ont un

role soit neuroprotecteur en ce qui concerne l'acide kynurénique, soit neurotoxiques pour
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3HK et QA (Savitz et al. 2015; Myint et al. 2007). Or cette balance entre les métabolites
neurodégénératifs et neuroprotecteurs semble centrale dans la physiopathologie de la
dépression (A. M. Myint and Kim 2003) et pourrait étre une des voie via laquelle
I'inflammation affecte les structures et fonctions cérébrales. Cette hypothése est soutenue
par plusieurs études mettant en évidence un métabolisme des kynurénine
préférentiellement en faveur de Il'acide quinolinique chez des patients souffrant de
dépression (Wichers et al. 2005; Savitz, Dantzer, et al. 2015; Savitz, Drevets, et al. 2015;
Myint et al. 2007). De méme, les concentrations plasmatiques de QA chez des patients
souffrant d'hépatite C et traités par INFQ sont positivement corrélées avec le score de
dépression (Baranyi et al. 2015).

Par ailleurs, les métabolites de la kynurénine ont la capacité de moduler la neurotransmission
glutamatergique: I'acide kinurénique (KA), agit comme un antagoniste des récepteurs au
glutamate et inhibiteur des récepteurs nicotinique alpha7 a I'acétylcholine (Birch et al. 1988),

et I'acide quinolinique est un agoniste des récepteurs NMDA au glutamate.

o Cytokines et glutamate

Le glutamate peut étre un élément important de I'action des cytokines sur le cerveau. Il a en effet été
démontré que l'excitotoxicité au glutamate était retrouvée dans de nombreuses pathologies
psychiatriques comme la dépression (Krishnadas and Cavanagh 2012). Cette neurotoxicité serait liée
a une sur-stimulation des récepteurs NMDA au glutamate menant a une accumulation de calcium
dans le neurone et a la mort neuronale. L'inflammation joue sur le systeme glutamatergique a
différents niveaux : (1) la surexpression et la suractivation des récepteurs NMDA, (2) I'accroissement
de la libération et I'inhibition de la recapture du glutamate, (3) la modification des récepteurs AMPA
et (4) I'influence sur la voie des kynurénines décrite précédemment.

Plus en détail, I'exposition des neurones de I'hippocampe a IL-1B et TNF-a intensifie les dommages
excitotoxiques induit par les récepteurs NMDA et AMPA. Ce phénoméne serait lié a I'activation des
récepteurs aux IL-1 (IL-1 R1) qui co-localisent avec les récepteurs NMDA au niveau des neurones
hippocampiques et qui une fois activés, induiraient la phosphorylation de I'isoforme NR2B de Ia
sous-unité du récepteur NMDA, menant a la suractivation de ce récepteur, augmentant ainsi I'influx
de Ca?* dans le neurone et par conséquent sa mort cellulaire (Krishnadas and Cavanagh 2012;
Bernardino et al. 2005; Viviani et al. 2003).

De plus, II-1B est capable d’inhiber la recapture du glutamate par les cellules gliales, probablement
grace a une action de cette cytokine sur I'expression du récepteur au glutamate, induisant ainsi une

augmentation du glutamate extracellulaire et de I'excitotoxicité liée a I'activation des récepteurs
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NMDA, phénomeéne également accru par I’activation de NO (nitric oxide ou oxyde d’azote) synthase
par I'IL1B qui a pour conséquence |'élévation de la libération de glutamate (Hu et al. 2000;
Krishnadas and Cavanagh 2012).

Concernant I'action sur les récepteurs AMPA, il a été démontré que TNF-a induisait la production de
récepteurs AMPA sans sous-unité GluR2, le récepteur possédant normalement 4 sous-unités (GLUR1-
4), conformation facilitant I'influx de Ca2+ dans le neurone, le prédisposant a I'exitotoxicité induite
par le glutamate (Stellwagen et al. 2005).

Enfin, comme nous I'avons décrit dans le chapitre précédent, les cytokines agissent sur la voie des
kynurénines en favorisant la transformation du tryptophane en 3H kynurénine et acide quinolinique,
agonistes des récepteurs NMDA, qui a forte concentration favorisent I’excitotoxicité et la mort

cellulaire induite par le calcium (Maes 2008; Krishnadas and Cavanagh 2012).

1.2.5 Stress et inflammation : Intrication entre ’hypothése inflammatoire et la
dérégulation de I'axe HPA.

Dans des conditions « normales » non pathologiques, I'exposition a un stress environnemental ou
psychosocial entraine une série d’activation de I'axe HPA aboutissant a la libération de
glucocorticoides (notamment le cortisol), de noradrénaline et d’adrénaline dans la circulation
sanguine qui ont pour but de maintenir "homéostasie de I'organisme. Outre leur action de
rétrocontrole négatif sur I'axe HPA, les GCs interagissent avec le systeme immunitaire via les
récepteurs aux glucocorticoides (GRs). Ceux-ci, lorsqu’ils sont activés subissent une translocation
jusgu’au noyau de la cellule ou ils entrainent la surexpression de genes codant pour les cytokines
anti-inflammatoires et répriment la voie de signalisation inflammatoire, notamment par I'inhibition
du facteur de transcription NF-kB, I'un des facteurs de transcription majeur pour les genes codant
pour les cytokines pro-inflammatoires. Les GCs agissent ainsi par rétrocontrole négatif sur
I'inflammation induite par le stress (Bauer and Teixeira 2018a).
Dans des conditions de surexposition au stress, une libération persistante et élevée de GCs pourrait
entrainer un phénoméne de « résistance ou insensibilité » aux GCs. Ce phénomeéne serait di a
I'action des cytokines pro-inflammatoires qui réduirait I'expression des GRs et leur fonction,
notamment l"absence d’inhibition de NF-kB (Bauer and Teixeira 2018a; Slavich and Irwin 2014;

Wohleb et al. 2016) (Figure 3).
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Figure 3: L'exposition aux stress peut induire une réponse anti-inflammatoire ou pro-inflammatoire. Les
cellules du systéme immunitaire sont normalement sensibles a I'élévation des taux de glucocorticoide induit
par les stress. Les GC régulent la fonction immunitaire en se liant aux récepteurs aux glucocorticoides (GRs).
Une fois activé, le GR s'internalise dans noyau et réprime les voies de signalisation inflammatoires. Des stress
répétés induisent une I'élévation chronique des taux de cortisol et une résistance des GRs aboutissant a une
augmentation de l'inflammation (Bauer and Teixeira 2018b).

Une seconde voie d’activation du systéeme immunitaire par le stress est également envisagée. |l
semblerait qu’un stress provoque une surexpression de DAMPs (damage associated molecular
patterns) et PAMPs (pathogen associated molecular patterns) par I'organisme, comme par exemple
I’Adénosine triphosphate (ATP) extracellulaire, I'acide urique ou encore les protéines de choc
thermique (HSP pour heat shock proteins). Ces molécules, via leur fixation a des récepteurs
spécifiques, particulierement les Toll like receptors (TLR), entraineraient une activation des
inflammasomes NLRP3 (Nod-like receptor 3) induisant ainsi la libération de cytokines (Figure 4)

(Fleshner et al. 2017; Bauer and Teixeira 2018; lwata et al. 2013).
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Figure 4: Le stress, via la surexpression de DAMPS et MAMPS et I'activation des récepteurs TLRs, activerait
I'inflammasome nlirp3 et toute la cascade immunitaire qui en découle (Fleshner, Frank, and Maier 2017).

Ce phénomeéne de résistance aux GCs a pu étre observé dans différents modéles animaux. Citons par
exemple le cas de rongeurs exposés a des défaites sociales ou des chocs chroniques au niveau de la
gueue (chronic tail chock stress) répétés, ou a une administration chronique de GCs (simulant I'effet
du stress) qui montrent une surexpression de TLRs et une réponse inflammatoire exacerbée suite a
une stimulation par endotoxine, caractérisée par une surexpression de cytokines pro-inflammatoires.
En clinique, ce phénomene a été beaucoup étudié dans le cas des stress de I'enfance, fortement lié a
I"apparition de symptomes dépressifs a I’dge adulte et qui pourrait étre médié par une altération du
systeme immunitaire (Slavich and Irwin 2014; Bauer and Teixeira 2018a). La maltraitance dans
I’enfance est un facteur de risque majeur de développement de psychopathologie a I’age adulte; par
exemple, elle multiplie par 2.6 le risque de développer un syndrome dépressif majeur (Teicher and
Samson 2013). Le stress dans l'enfance est associée a des modulations neuro-endocrino-
immunitaires durables qui seraient susceptibles d’augmenter la vulnérabilité pour les pathologies
psychiatriques (Bauer and Teixeira 2018a; Danese and McEwen 2012). Chez des sujets sains adultes
ou adolescents ayant subi des stress dans I’'enfance, on observe des modifications de marqueurs de
I'inflammation, par exemple une augmentation des lymphocytes T activés ou sénescents, des natural
killer (NK) et un ratio CD4/CDS8 plus élevé, et également un accroissement des niveaux plasmatiques
de cytokines (IL-6, IL-1B et TNF-a) au niveau basal et en cas de stimulation par des endotoxines
(Carpenter et al. 2010; Bielas et al. 2012; Danese et al. 2009). En cas de pathologie dépressive, les
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stress dans I'enfance modifient également les marqueurs inflammatoires. Chez des adolescentes a
haut risque de dépression suivies pendant 2 ans et demi, Miller et Cole ont observé que celles qui
avaient développé une dépression et qui avaient une histoire de stress dans |'enfance avaient des
niveaux plus élevés de CRP et d’IL-6 que celles qui n’avaient pas eu ces stress (Miller and Cole 2012).
De méme, chez des enfants ayant subi des maltraitances dans I’'enfance et ayant développé une
pathologie dépressive, des taux élevés de CRP ont été retrouvés en comparaison a des enfants ayant
subi des maltraitances mais n’ayant pas développé de dépression, avec dépression sans antécédents

de maltraitance ou des enfants sains (Danese and McEwen 2012) (Figure 5).
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Figure 5: L'exposition a des stress répétés provoque l'activation de I'axe HPA et donc la libération de
glucocorticoides (GC) dans la circulation sanguine par la glande surrénale. Parallélement, I'activation du
systeme nerveux sympathique induit la libération de catécholamines et de noradrénaline. Ces hormones et
neurotransmetteurs influence le recrutement, le déplacement et I'état d'activation des cellules immunitaires
centrales et périphériques. Plusieurs organes immunitaires subissent des altérations aprés une exposition
aux stress qui, ensemble, contribuent a I'élévation des taux de cytokines pro-inflammatoires dans les tissus
périphériques et centraux observée chez les individus souffrant de dépression (Wohleb et al. 2016).

Ce chapitre montre toute la complexité de la pathologie dépressive. L’intrication est étroite entre
I'inflammation, la dérégulation de I'axe HPA, I'altération de la transmission monoaminergique ainsi
que les vulnérabilités génétiques et morphologiques. Cependant a I’heure actuelle, on ne saurait
affirmer que l'un est la cause de I'autre. Il est probable que ces éléments interagissent

multidirectionnellement et a des niveaux différents menant I’'organisme dans un cercle infernal vers la
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dépression. Les origines environnementales et biologiques multiples de la dépression complexifient
d’avantage la compréhension de sa physiopathologie et de sa prise en charge thérapeutique. La
recherche animale et I'utilisation de modéles animaux sont donc nécessaires pour saisir les divers
aspects de cette pathologie humaine multifactorielle, notamment concernant la neurobiologie et les
bases moléculaires sous-tendant la dépression. Divers modéles animaux permettent de mimer
certaines des causes et certains des symptémes de la dépression, les plus connus seront décrits dans
le chapitre suivant et nous nous attarderons particulierement sur les modeéles animaux utilisés dans la

partie expérimentale de ce travail de these.

1.3 Modélisation de la dépression chez I'animal

1.3.1 Complexité liée a la modélisation des troubles psychiatriques chez
I'animal

Etant donné la complexité des troubles psychiatriques, il est légitime de se questionner sur la place
des modeéles précliniques en psychiatrie. La dépression plonge l'individu dans un état mental
complexe généralement défini chez ’lhomme par une forte composante psychologique (sentiment de
culpabilité, de désespoir, absence de motivation et de satisfaction) difficile a quantifier. Cependant,
ces symptomes se manifestent également par des réactions somatiques (liées entre autre a
I’hyperactivation de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien) et comportementales (résignation ou
inappétence). Ces signes peuvent étre retrouvés chez les rongeurs en utilisant des paradigmes
expérimentaux adéquats; si la composante subjective des émotions n’est pas accessible chez
I"animal, il est admis que leur expression comportementale et les processus neurobiologiques qui les
sous-tendent le sont, d’autant que les structures et mécanismes sollicités dans les situations
aversives ou de stress ont été largement conservés sur le plan évolutif (Gray and McNaughton 2000).
Par ailleurs, de nombreux parameétres physiologiques (pression artérielle, sécrétion endocrinienne) et
comportementaux (comportement de résignation acquise, évitement des zones anxiogenes) utilisés
pour rendre compte d’un état pseudo-dépressif chez I'animal sont sensibles aux antidépresseurs
efficaces chez I'homme. Par exemple, I'anhédonie expérimentalement induite par divers stress
chroniques chez le rongeur est abolie par les antidépresseurs (Muscat et al. 1992; Willner et al. 1992;
Rygula et al. 2006). Plusieurs dispositifs expérimentaux ont donc été développés afin de modéliser les
comportements caractéristiques de I'état pseudo-dépressif et de la réponse antidépressive. Le test
de nage forcée est, par exemple un test validé et couramment utilisé afin d’évaluer I'état de

résignation chez I’'animal (Porsolt et al., 1977).
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1.3.2 Définition d'un modele animal de dépression.
Dans l'optique de soutenir une approche translationnelle, des chercheurs ont proposé certains
critéres de validité méthodologiques pour établir un bon modele animal d'une pathologie (Willner
1984; Belzung and Lemoine 2011). Les critéres de validité le plus souvent pris en compte sont aux
nombres de trois ; (i) le critere d'homologie (validité de construction ou "construct validity") repose
sur I'analogie des comportements associés a la pathologie chez I’'homme et I'animal, mais également
de I'étiologie et des mécanismes biologiques de la pathologie; (ii) le critere isomorphique (validité
apparente ou "face validity") souligne le fait que les modeéles animaux doivent partager des
similarités symptomatologique; (iii) le critere prédictif (validité prédictive, ou "predictive validity")
représente la capacité du modele a répondre a des traitements efficaces chez 'homme. Un modéle
idéal serait donc basé sur des causes identiques, induirait des profils symptomatologiques similaires

et serait sensible aux mémes traitements que ceux efficaces dans la pathologie ciblée. Mais il n'existe

pour l'instant pas de modele parfait, notamment pour la dépression; les différentes approches en
neuropsychiatrie (génétique, pharmacologique, comportementale ou lésionnelle) et les différents

modeles qui en découlent présentent tous des forces et des faiblesses (Tableau 1).

Approche générale méthode spécifique forces faiblesses
Génétique élevage sélectif focus sur le phenotype d'intérét peut produire un phénotype artificiel
dela pathologie humaine

mutation randomisée et sélection  focus sur le phenotype d'intérét peut produire un phénotype artificiel
de la pathologie humaine

animal transgénique (KO, KI, sur Récapitule les anormalités génétique pénétrance variable de ['anomalie
expression d'un gene etc...) d'une pathologie humaine génétique chez le rongeur

focus sur le phenotype d'intérét la pertinance du phenotype peut étre
difficile a établir chez I'nomme

modulation génique grace a un contrdle temporel et spatial de la Ne refléte pas la cause génétique de
virus variation génétique la maladie chez I'homme

focus sur le phenotype d'intérét

Pharmacologique Administration d'agonistes et contrdle temporel et parfois spatial Manque de preuve qu'un trouble
antagonistes de neurotransmetteur (dans le cas d'uneinjection mental implique une lésion sélective
intracraniale) d'un seul neurotransmetteur

focus sur le neurotransmetteur

d'intérét
Comportementale Stress sociaux chroniques (a I'dge Estbasésur les facteurs derisque  Absence de spécificité pour une
adulte ou pendant le chez I'nomme pathologie humaine donnée
développement
stress chroniques physiques facile a réaliser Absence de validité de construction
pour la plupart des maladies
mentales
Lésion et stimulation stimulation cérébrale, incluantles contréle temporel et spatial des manque de connaissance sur les
électrique approches par optogénétique fonctions d'un réseau neuronal anormalités des circuits neuronaux
dans les pathologies humaines
lésions anatomiques Peut induire des anormalité manque de preuve pour considérer
comportementales rappelant celles unelésion comme cause d'un
observées chez I'homme trouble mental chez I'homme

Tableau 1: Différentes approches concernant les modeéles animaux en neuropsychiatrie. D'aprés (E. J. Nestler
and Hyman 2010)
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Malgré le développement de nombreux modeles avec des validités théoriques tres acceptables, il est
cependant important de rappeler que l'analogie entre deux espéces animales, ici 'Homme et le
rongeur, ne peut jamais étre considérée comme parfaite (notamment en termes de symptomes de
pathologies et réponse aux traitements). Il est donc nécessaire de rester prudent quant aux
conclusions que l'on tire des recherches réalisées sur ces modeles, et de leur transposition a

'Homme.

1.3.3 Modeles animaux de la dépression
Le développement de "bons" modeles animaux de la dépression est rendu difficile par le fait que ce
soit une maladie multifactorielle et présentant des symptdmes pas toujours évidents a modéliser. Si
il existe des modeles génétiques de la dépression basés sur l'invalidation ou la surexpression d'un
géne [invalidant le transporteur (5-HTT KO) ou un récepteur (5-HT 1A KO) de la sérotonine par
exemple (Dominguez-Lépez et al., 2012)], il n'y a actuellement pas de géne connu comme ayant un
role prépondérant dans l'apparition de la dépression. Ces modéles génétiques, ainsi que le modele
de bulbectomie olfactive (Iésion bilatérale des bulbes olfactifs), sont dit empiriques: ils sont fondés
sur l'apparition d'altérations comportementales et neurobiologiques comparable a celle observées
dans la dépression mais présentent peu de relation avec |'étiologie de cette pathologie. D'autres
modeles, plus éthologiques, tentent de reproduire au mieux les facteurs qui précipitent un individu

vers la dépression en exposant les animaux a des stress socio-environnementaux.

e Les modeles basés sur des stress sociaux

Les stress majeurs qui occurrent au cours d’une vie, et particulierement les stress interpersonnels ou
le rejet social, font partie des facteurs de risques proximaux les plus importants de la dépression
(Slavich and Irwin 2014). Par conséquent, un grand nombre de modeéles animaux de dépression

consistent a soumettre les rongeurs a un ou des stress sociaux.

Le modele de séparation maternelle est intéressant pour étudier I'impact des évenements stressants

au début de la vie d'un individu sur I'apparition de la dépression a I'dge adulte. Il consiste a séparer,
pendant quelques heures par jour, les petits de leur mere entre la premiére et la troisieme semaine
postnatale. Cette procédure induit des modifications comportementales et endocriniennes, telles
que des comportements anxieux et de résignation, une dérégulation de I'axe HPA et des systemes
monoaminergiques et opioides, associées a un phénotype dépressif qui peuvent persister a I'age

adulte (Francis et al. 1999; Mirescu et al. 2004; Dent et al. 2000).
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Le modele de défaite sociale consiste a introduire un animal male dans la cage d'un autre male plus
agressif, provoquant |'attaque et la défaite de l'intrus. Aprés cette premiére phase d'interaction, les 2
animaux sont séparés par une plaque de plexiglass pendant 24h afin que l'intrus soit exposé a la
présence de son agresseur. La répétition de cette procédure entraine des maodifications
comportementales, neurologiques et neuroendocriniennes a long termes mimant le phénotype
dépressif. En effet, ce modele induit une diminution des interactions sociales et une anhédonie chez
le rat (Von Frijtag et al. 2000) ainsi qu'une modification du fonctionnement du systéme
sérotoninergique et des changements structurels (arbre dendritique) et électrophysiologiques

(LTP/LTD) des neurones hippocampiques (Buwalda et al. 2005; Krishnan et al. 2007).

A ces deux principaux modeles s'ajoutent le modele d'isolement sociale (Valzelli 1973; Serra et al.

2005) ou de subordination chronique (Raab et al. 1986; Fuchs 2005) qui sont respectivement basés

sur l'isolement ou la hiérarchie sociale.

e Les modeéles basés sur des stress environnementaux

Un modele trés utilisé est le modele de résignation apprise. Il consiste a exposer |I'animal a des chocs

électriques imprédictibles au niveau de la queue ou des pattes dans des cages spécifiques sans
possibilité de les éviter. Lorsque, aprés un certain temps, une possibilité de s'évader leur est donnés,
les animaux restent dans le dispositif et continuent de subir ces chocs électriques (Seligman and
Maier 1967; Nestler et al. 2002; Chourbaji et al. 2005). Les rongeurs soumis a ce dispositif pendant
plusieurs jours présentent des caractéristiques comportementales et physiologiques se rapprochant
des symptomes de la dépression (altération du sommeil, du poids, des comportements sexuels,
augmentation des comportements de résignation, élévation du taux de glucocorticoide) qui peuvent

étre atténuées par un traitement antidépresseur (pour revue, Pryce et al. 2011).

Les modeéles ayant la meilleure validité de construction sont ceux fondés sur |'exposition des
rongeurs a des stress chroniques, imprédictibles ou non, et d'intensité variable (unpredictable
chronic mild stress, UCMS). Les premiers travaux concernant cette procédure ont été réalisés par
Katz et al. en 1981 (Katz 1981) puis Willner et al. en 1987 (Willner et al. 1987). Des rats étaient
soumis a différents stress séveres (chocs électriques, isolement, immersion dans I'eau froide etc ...)
pendant au moins trois semaines afin d'induire une élévation de la concentration plasmatique de
corticostérone et une baisse de la préférence au sucrose. Ces altérations biologiques et
comportementales sont corrigées apres |'administration d'un traitement antidépresseur chronique

(Katz 1982; Katz and Sibel 1982; Willner et al. 1987). Une version affinée de cette procédure a
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ensuite été développé dans le but de diminuer l'intensité des stress pour des questions d'éthique.
Les rats ou souris sont désormais exposés de facon séquentielle a de nombreux stress d'intensité
faible a modérée (par exemple : bruits de prédateurs, contention, litiere mouillée), présentés de
facon aléatoire pendant plusieurs semaines (Nollet et al. 2013). Il s'avere que |'efficacité du modele
dépende plus de la chronicité et de l'imprédictibilité des stress que de leurs caractéristiques
individuelles, ce qui confére une forte validité de construction a I'UCMS. De nombreuses études ont
mis en évidence que I'UCMS induit des comportements assimilés aux symptémes de la dépression
(anhédonie, comportements sexuels, résignation, comportements autocentrés, troubles du sommeil
etc..) en association avec des altérations de Ila plasticité neuronale mais également
neuroendocriniennes, neurochimiques et moléculaires (modification de Ila balance
monoaminergique, augmentation du niveau de glucocorticoides et diminution de la neurogénése)
(Willner 2005, 2016; Ducottet et al. 2003). L'ensemble de ces altérations comportementales et
biochimiques sont reversées par un traitement chronique, et non pas aigu, avec les différentes
classes d'antidépresseurs pharmacologiques efficaces en clinique.

Par ailleurs, le modele UCMS semble étre un bon outil pour étudier I'aspect inflammatoire de la
dépression, hypothése récente et attractive concernant sa physiopathologie (cf paragraphe 1.2.4). En
effet, plusieurs études ont démontré que les comportements de types dépressifs observés chez le rat
soumis a cette procédure sont associés a une élévation des taux de cytokines pro-inflammatoires,
telles que IL 1B, IL-6, TNF-a (You et al. 2011; Zhang et al. 2015a; Wang et al. 2014), et a I'activation
des cellules microgliales au sein de plusieurs régions cérébrales impliquées dans la physiopathologie
de la dépression (e.g. cortex infralimbique, NAc, amygdale, hippocampe) (Farooq et al. 2012; Tynan
et al. 2010).

L'UCMS combine donc les trois critéres de validité préalablement cités et induit un état de type
dépressif "large" et robuste ce qui en fait "LE" modele de dépression pour étudier les mécanismes

neurobiologiques liés a la physiopathologie et au traitement de la dépression.

e Les modeles pharmacologiques

Comme nous l'avons décrit précédemment (chapitre 1.2.3), une élévation des taux de
glucocorticoides plasmatiques est relevée chez les patients souffrant de dépression. De méme, les
stress sociaux et stress chroniques chez le rongeur induisent une augmentation de corticostérone,
témoignant des perturbations de I'axe HPA en association avec I'apparition de comportements de
type dépressif. Ainsi, I'augmentation artificielle des concentrations en glucocorticoides par |'apport

de corticostérone exogéne (eau de boisson, pompe osmotique, injection sous-cutanée) permet
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d'étudier directement l'influence des glucocorticoides sur le développement de la symptomatologie
dépressive.

Une large littérature met en évidence que |'administration répétée de CORT chez le rat ou la souris
produit des altérations comportementales robustes mimant les principaux symptomes de la
dépression: augmentation des comportements de résignation dans le FST, diminution des
comportements sexuels, de la préférence au sucrose et des comportements autocentrés (David et al.
2009; Murray et al. 2008b; Gourley et al. 2008; Johnson et al. 2006). Ces modifications
comportementales typiques du phénotype dépressif sont associées a des altérations physiologiques
également retrouvées chez des patients déprimés telles qu'une perte de poids, une dérégulation des
fonctions de I'axe HPA, une diminution du volume de I'hippocampe et de la neurogénése (pour
revue, voir Sterner and Kalynchuk 2010). La majorité des altérations comportementales et
neurobiologiques induites par I'élévation des taux de CORT sanguine est corrigée par I'administration
chronique d'antidépresseurs (David et al. 2009; Ago et al. 2008). Le modéle CORT possede donc une
bonne validité apparente (similarités symptomatologiques) et une validité prédictive (effet bénéfique
des traitements efficaces en clinique) mais n'est pas une simulation réaliste des causes de la

pathologie humaine car restreinte a un seul facteur, a savoir I'élévation des taux de CORT.

Le modéle LPS repose sur l'injection de lipopolysaccharides (LPS) permettant d'induire une réponse
inflammatoire aboutissant a un état de type dépressif. Le LPS est un composant essentiel de la paroi
des bactéries a Gram négatif (Escherichia coli) qui joue le réle d'une endotoxine induisant une forte
réponse du systeme immunitaire en se liant aux récepteurs de certaines cellules telles que les
macrophages, monocytes, lymphocytes B et les cellules dendritiques, conduisant, entre autres, a la
sécrétion de cytokines inflammatoires.

L'administration périphérique de LPS induit, dans un premier temps, I'augmentation de cytokines
pro-inflammatoires circulantes au niveau central et périphérique et donc I'apparition d'un
comportement maladif (ralentissement moteur, anhédonie, nausée) qui atteint son maximum 2 a 8
heures aprés l'injection. De facon concomitante, certaines cytokines pro-inflammatoires
potentialisent I'activité de I'indoléamine 2,3 dioxygénase (IDO) avec un pic observable 24 heures
apres l'injection de LPS. L’activation de I'IDO modifie le métabolisme du tryptophane qui va s'écarter
de la production de 5-HT pour favoriser la production de kynurénine (cf chapitre 1.2.4 et Dantzer et
al., 2008), modification qui semble initier le passage des comportement de type maladifs vers les

comportements de type dépressif chez le rongeur (Maes et al. 2011) (Figure 6).
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Figure 6: L'administration périphérique de LPS induit des comportements de type maladif dont le pic
d'intensité se situe 2 a 6h apres l'injection avant de disparaitre progressivement. Les comportements de
types dépressifs, provoqués par l'activation de I'IDO, apparaissent ensuite avec un pic 24h apres
I'administration de LPS (Dantzer et al. 2008).

1.4 Traitements de la dépression

En tout temps, et sous différents noms, I'état dépressif a toujours existé. La perception de cette
maladie, et par conséquent, ses traitements ont cependant, beaucoup évolué.

Mélancolie, folie, neurasthénie, ... dans I’Antiquité, I'origine de cette pathologie est localisée dans les
visceres, c’est la bile (du grec mélas) noire (du grec kholé) qui envahit toute la personne. Le
traitement est alors a base de bains, de potions d’ellébore, de laxatifs et de vomitifs. Dans les années
1800, la psychiatrie devient une discipline médicale a part entiére et 'origine organique de la
dépression est recentrée sur le cerveau, c’est une maladie de I'esprit. Les patients sont alors internés
en asile psychiatrique, I'enfermement et le traitement moral sont alors de mise. A la fin du XIXéme
siecle, Sigmund Freud présente ses théories menant a repenser les processus psychiques, c’est
I"avenement de la psychanalyse.

Dans les années 1930, les électrochocs, aujourd’hui appelés électroconvulsivothérapie (ECT) font leur
apparition. Leur efficacité est notable, en particulier pour les dépressions séveres, mais les effets
secondaires sont importants. Dans les années 1950, les premiers antidépresseurs font leur apparition
et deviennent, au fil des découvertes de nouvelles molécules, les traitements de premieres lignes de
la dépression, parfois en association avec les psychothérapies.

Depuis la fin des années 1990, de nouvelles techniques de stimulation cérébrales refont surface,
notamment pour tenter de palier aux dépressions résistantes aux antidépresseurs. Les principaux
types d’antidépresseurs ainsi que les techniques d’électrostimulations les plus utilisées sont

présentées dans ce chapitre.
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1.4.1 Les antidépresseurs pharmacologiques

C'est dans les années 50, suite a la découverte des effets antidépresseurs inattendus d’un
antituberculeux (I'iproniazide), que les premiers antidépresseurs voient le jour. De la, découleront
guasiment tous les autres antidépresseurs, leurs mécanismes d’action étant sensiblement similaires.

En effet, la plupart des antidépresseurs provoquent une augmentation de la disponibilité synaptique
des neurotransmetteurs monoaminergiques: sérotonine, noradrénaline et/ou adrénaline, et ceci soit
en inhibant la recapture des neurotransmetteurs, et/ou en inhibant les enzymes de dégradation, soit
en supprimant le tonus inhibiteur exercé sur I'activité des neurones monoaminergiques et donc la

libération de ces neurotransmetteurs [(Figure 7) (pour revue, (Feighner 1999)].

Synthese du
neurotransmetteur

Elément
présynaptigue

Recapture

Elément
postsynaptigue

Figure 7 : Mécanismes d’actions des antidépresseurs. Les antidépresseurs actuels augmentent la disponibilité
synaptique de la 5-HT, NA et DA via trois principaux mécanismes d’action : I'inhibition de la recapture (1), de
la dégradation (2) ou le blocage d’un autorécepteur (3) du neurotransmetteur. Une autre possibilité est
I'action directe sur les récepteurs postsynaptiques(3).

e Les inhibiteurs de la monoamine oxydase (IMAO):

Les IMAOs agissent sur les MAOs mitochondriales, prévenant la dégradation par déamination
enzymatique des monoamines cytoplasmiques extra vésiculaires : 5HT, DA, NA. Ces molécules ont
pour conséquence une augmentation rapide des quantités des monoamines intracellulaires, puis

apres libération, extracellulaires, ce qui prolonge et amplifie I'action de ces neurotransmetteurs sur
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leurs récepteurs (Finberg and Youdim 1983). Plusieurs types d'IMAOQ existent, différenciés par leur
capacité a inhiber les MAO de forme A ou B. Les IMAO prescrits aujourd’hui sont sélectifs et agissent
préférentiellement sur la MAO-A, principalement responsable de I'inactivation de la 5HT et de la NA
(Livingston and Livingston 1996).

Une interaction néfaste de ces composés avec les aliments riches en tyramine, ou d’autres
médicaments, ayant été a |'origine de nombreux effets secondaires, leur utilisation est aujourd’hui

limitée.

e Les antidépresseurs tricycliques (ATC):

Ces antidépresseurs tirent leur nom de leur structure chimique, puisqu’ils sont formés de 3 cycles.
D’un point de vue fonctionnel, ils constituent une classe hétérogéne de composés étant donné la
pluralité de leurs sites d’action. Leur action antidépressive principale est généralement attribuée a
I'inhibition des mécanismes de recapture des monoamines (Stahl 2000). D’autres mécanismes
d’action ont été identifiés tels que I'antagonisme des récepteurs cholinergiques muscariniques, les
récepteurs histaminiques H1 et les récepteurs al-adrénergiques parfois associé a des activités
antagonistes supplémentaires sur les récepteurs 5-HT2C et 5-HT2A. De nombreux effets indésirables
sont liés a I'utilisation de ces traitements comme les vertiges, la xérostomie, la prise de poids, la
sédation et les céphalées. Comme les IMAOs, leur utilisation est aujourd’hui assez limitée, les
médecins y préférant les antidépresseurs de seconde génération : les inhibiteurs de la recapture des

monoamines.

e Les inhibiteurs de la recapture des monoamines :

Les inhibiteurs de la recapture des monoamines, contrairement aux classes d’antidépresseurs
précédemment décrites, ont une action trés ciblée et n‘ont que tres peu d’affinité pour les
récepteurs muscariniques, histaminiques et adrénergiques, augmentant ainsi leur tolérance et
diminuant le risque de survenue d’effets secondaires.

Ces antidépresseurs ont le méme mode d’action que les IMAOs et les ATC puisqu’ils favorisent la
neurotransmission monoaminergique. Il en existe deux catégories :

- Les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS) se lient sur le transporteur de
la sérotonine et l'inhibent. Ce dernier étant responsable de la recapture de la sérotonine
libérée dans la fente synaptique, son inhibition entraine une accumulation de 5HT dans la
fente synaptique, prolongeant son effet sur les récepteurs post-synaptiques (Stahl 1998).

- Les inhibiteurs de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline (IRSNA) agissent de
maniere similaire aux ISRS mais en ciblant de maniére simultanée les transporteurs

présynaptiques de la sérotonine et de la noradrénaline (Seth et al. 1992). A noter que dans le
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cortex préfrontal, les IRSNA ont également la capacité de réguler la quantité de dopamine
puisque dans cette zone, le transport de la dopamine peut étre réalisé par les transporteurs
de la noradrénaline. Il semblerait que les IRSNA soient capables d’améliorer un plus large
spectre de symptémes que les antidépresseurs agissant sur une seule monoamine (Zajecka

and Albano 2004).

e Les antidépresseurs atypiques :

Comme leur nom l'indique, ces antidépresseurs ont un mode d’action complexe, ne leur permettant
pas d’étre classés dans l'une des catégories précédentes. Les plus fréquemment utilisés ont les
suivant :

La miansérine, introduite en Europe dans les années 1970, a une faible affinité pour les sites de
recapture de la NA, mais bloque simultanément ses récepteurs inhibiteurs présynaptiques,
renforcant ainsi son role neurotransmetteur (Itoh et al. 1990).

La mirtazapine, posséde une structure chimique et a des propriétés antagonistes des récepteurs a2-
adrénergiques et des récepteurs post-synaptiques 5-HT2A/2C et 5-HT3. Elle bloque également les
récepteurs histaminiques H1. Elle a pour effet d’augmenter les niveaux hippocampiques de NA et les
concentrations de 5-HT (Holm and Markham 1999).

L'agomélatine est un antidépresseur récemment mis sur le marché qui possede une action double. |
agit a la fois sur les récepteurs mélatoninergiques en les activant et sur les récepteurs
sérotoninergiques 5-HT2C en les inhibant. Son action antidépressive s’associe a une amélioration de

la qualité et de la stabilité du sommeil des patients déprimés (Green 2011).

Malgré l'offre large d’antidépresseurs sur le marché, leur délai d’action reste long (environ 3
semaines) et leur efficacité limitée, on considére que 50 a 60% des patients traités par
antidépresseurs n’obtiennent pas une réponse thérapeutique adéquate aprés un premier traitement.
Les médecins ont alors différentes options thérapeutiques, telles que I’association de différentes
traitements antidépresseurs ou la co-administration d’antidépresseur et d’autres psychotropes tels
que les antipsychotiques et les anxiolytiques. Il s’y ajoute depuis quelques décennies d’autres
méthodes thérapeutiques non médicamenteuses : les stimulations cérébrales. Nous détaillerons les
plus communes dans le paragraphe suivant; la stimulation transcrdnienne par courant continu
(tDCS), au cceur de ce travail de thése, sera quant a elle décrite tant au niveau de ses principes et

mécanismes d’action que de ses effets thérapeutiques dans le chapitre suivant.
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1.4.2 Les stimulations cérébrales

Les techniques de stimulation cérébrales, souvent considérées comme innovantes, ont pourtant une
histoire beaucoup plus ancienne que les autres thérapies. Il y a 2000 ans, les Romains utilisaient les
raies électriques pour soulager la douleur et les maux de tétes. Plus prés de notre ére, c’est a la fin
du XVllleme siécle que les travaux de Luigi Galvani et Alessandro Volta de Palua ouvriront la voie a
I'utilisation des stimulations électriques en clinique.

En psychiatrie, et plus précisément dans le traitement de la dépression, les techniques de
stimulations cérébrales (Figure 8) sont, pour la plupart d’entre elles, uniquement utilisées dans le
cadre de la recherche. C'est le cas de la stimulation du nerf vague (VNS-vagus nerve stimulation), la
stimulation magnétique transcranienne répétée (rTMS-repeated transcranial magnetic stimulation),
la tDCS et la stimulation cérébrale profonde (DBS-deep brain stimulation). Seule
I’électroconvulsivothérapie (ECT) est utilisée hors du cadre de la recherche pour la prise en charge

des dépressions résistantes.
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Figure 8: Quelques techniques de stimulation cérébrale: I'électroconvulsivo-thérapie (A), la stimulation
magnétique transcranienne (B), la stimulation du nerf vague (C) et la stimulation cérébrale profonde(D).

46



e |’ECT (ou sismothérapie):

Autrefois appelée électrochocs, cette technique trés décriée dans les années 60/70 a beaucoup
évolué depuis ses premieres utilisations au début du XXéme siecle. Elle consiste a appliquer des
électrodes reliées a un stimulateur a la surface du crane du patient (Figure 8A). Pendant quelques
secondes, le patient anesthésié et curarisé recoit un courant électrique d’une intensité faible qui
provoque une crise d’épilepsie (Keltner and Boschini 2009). Les parametres de stimulation sont de
500 a 800mA, 20 a 120 Hz, avec une durée d’impulsion de 0.3 a 2 ms et une durée de stimulation ne
dépassant pas 8 secondes. Le traitement se fait a raison d’une douzaine de séances, réparties sur 4 a
6 semaines. Son efficacité est largement prouvée puisqu’elle est considérée comme l'un des
traitements antidépresseur les plus efficaces (Ebmeier et al. 2006). Cependant, au regard de ses
effets secondaires tels que les atteintes cognitives transitoires, cette technique est privilégiée en cas

de dépression résistante ou de dépression sévére de type mélancolique.

e LaVNS:
Cette technique de stimulation est invasive puisqu’elle nécessite I'implantation d’un générateur
d’impulsions électriques dans la paroi supérieure gauche du thorax relié a une électrode placée au
niveau du cou sur le nerf vague gauche (Figure 8C). Elle a au départ été mise en place pour traiter les
patients souffrant d’épilepsie. Certains d’entre eux ayant montré une amélioration de leur humeur,
son efficacité est aujourd’hui étudiée dans la dépression majeure (Vonck et al. 2014). Des études
préliminaires ont montré son efficacité a court et long terme chez des patients souffrant de
dépression résistante avec un taux de réponse allant de 30 a 50% (Nemeroff et al. 2006). Ces
résultats prometteurs restent a confirmer avec des études de plus grande ampleur. Les modes
d’action de la VNS sont peu connus mais on suppose qu’elle augmenterait la sécrétion de
monoamines et jouerait sur la plasticité cérébrale hippocampique (Grimonprez et al. 2015; Manta et

al. 2013).

e larTMS:
Contrairement aux autres techniques présentées ici, la rTMS n’implique pas directement un courant
électrique mais un champ magnétique. Cette technique utilise un générateur relié a une bobine qui
produit un champ magnétique. Ce champ magnétique apposé a la surface du crane (figure 8B), sur
une zone cible, va générer un champ électrique secondaire capable de produire une dépolarisation
des neurones. En clinique, la stimulation se fait de maniéere répétée, c’est-a-dire que les impulsions
ou série de trains d’impulsions sont délivrées a intervalles réguliers. L'effet de la rTMS est modulé par

la variation des parameétres de stimulation, notamment sa fréquence : il est admis qu’une fréquence
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de stimulation basse (<1Hz) entraine une diminution de [I'excitabilité corticale alors qu’une
stimulation a haute fréquence I'augmente (Lefaucheur 2009).

La plupart des études sur les effets de la rTMS dans la dépression majeure utilisent des stimulations
répétées a haute fréquence en regard du cortex préfrontal dorsolatéral gauche (DLPFC-dorsolateral
prefrontal cortex). Les effets antidépresseurs de la rTMS ont été largement étudiés, et malgré
I’'hétérogénéité des méthodes d’investigation, des populations et des parametres utilisés, cette
technique semble présenter un réel intérét clinique (Lefaucheur et al. 2014; Berlim et al. 2014;
Lepping et al. 2014). D'ailleurs, malgré de nombreuses incertitudes concernant ses mécanismes
d'actions, I'utilisation de la rTMS pour traiter les patients déprimés a récemment été approuvée par

les autorités de santé en Amérique du nord (McClintock et al. 2018).

e |aDBS:
La stimulation cérébrale profonde consiste a implanter une ou de plusieurs électrodes dans une
région spécifique du cerveau par chirurgie stéréotaxique guidée par neuroimagerie. Les électrodes
implantées sont reliées a une neurostimulateur accessible de maniére non-invasive dont les
parametres de stimulation peuvent étre modulés aisément (figure 8D). En clinique les parametres de
stimulation sont compris entre 60-130Hz, 60-200us pour la durée de I'impulsion et 2-10 volts
(Holtzheimer and Mayberg 2011). Cette technique est utilisée fréquemment chez les patients
atteints de la maladie de Parkinson dans le but de diminuer les tremblements et les dystonies et de
nouvelles indications sont a I'étude, notamment concernant la dépression majeure. Différentes
régions du cerveau, supposées dysfonctionnelles dans la dépression, ont été ciblées par les
chercheurs afin d’évaluer les possibles effets antidépresseurs de la DBS : la capsule antérieure, le
noyau accumbens, le pédoncule du thalamus inférieur, I’'habenula latérale et le gyrus cingulaire
subgénual. Quelques études ne suivant qu’un nombre trés réduit de patients sur plusieurs années,
montrent des effets encourageants sur la symptomatologie dépressive (Altinay et al. 2015), mais les

mécanismes d'actions de cette technique trés invasive restent mal connus.

Depuis une vingtaine d'années, la tDCS connait un nouvel essor face aux limites atteintes par les
traitements pharmacologiques en psychiatrie. Outre son caractére non invasif, la tDCS est une
technique facile a mettre en place (un générateur de courant et deux électrodes), a transporter et
peu cotiteuse. Par ailleurs elle n'induit pas de douleur et trés peu d'effets secondaires ont été
rapportés. Enfin, la tDCS semble avoir diverses applications et des effets bénéfiques sur différentes

pathologies.
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2 LA STIMULATION TRANSCRANIENNE PAR COURANT CONTINU : LA
TDCS

2.1 Historique et principe de la tDCS

Comme nous l'avons vu dans le chapitre précédent, la possibilité de traiter certaines pathologies par
|'électricité n'est pas une idée nouvelle puisque les premieres traces d'électrothérapie remontent au
I°" siecle de notre ere ol un médecin de I'empereur romain, Scribonius Largus, décrivait I'intérét du
poisson torpille pour soulager les maux de téte et la goutte. Depuis, plusieurs écrits rapportent que
de nombreux médecins et scientifiques ont tenté a travers les siécles de traiter différentes maladies
par I'électricité.

Il faudra cependant patienter jusqu'a la fin du XVllleme siécle et les travaux d'Alessandro Volta qui
inventa la pile voltaique permettant de délivrer des stimulations électriques continues, appelées
"stimulation galvaniques" en hommage a Luigi Galvani, pere de [|'électrophysiologie. Plusieurs
chercheurs se sont intéressés a l'utilisation de I'électrothérapie comme traitement de la mélancolie.
Parmi eux, Giovanni Aldini qui découvre la possibilité d'utiliser le galvanisme comme outils
thérapeutique en réalisant des expériences sur des animaux et des cadavres. C'est en 1802 qu!'il
appliqua pour la premiére fois le galvanisme sur la téte d'un jeune homme souffrant de mélancolie
(Figure 9A). La guérison qui a été observée apres plusieurs semaines de stimulation a séduit Philippe
Pinel qui utilisa cette technique sur un certain nombre de patients de la Pitié-Salpétriere. Il a fallu
attendre 1964 pour la publication d'études préliminaires sur la tDCS et c'est a partir de la fin des
années 1990 que les chercheurs se sont penchés avec intérét sur les effets neurophysiologiques de la

tDCS.

La stimulation transcranienne par courant continu est une technique de stimulation cérébrale non
invasive. Elle consiste a envoyer un courant électrique continu de faible intensité (1-2 mA) par
I'intermédiaire de deux électrodes positionnées sur le scalp des patients (Figure 9B). Ce courant est
mono polaire, c’est-a-dire qu'il est émis par une électrode active et se dirige vers une électrode de
référence a travers la boite cranienne (Bikson et al. 2010). Les répercussions physiologiques de ces
électrodes vont dépendre de leur placement et de leur taille; si I'électrode active est chargée
positivement, la stimulation est dite anodique et si elle est chargée négativement, la stimulation est
dite cathodique. La stimulation par tDCS va permettre de moduler I'excitabilité des aires cérébrales
ciblées et positionnées sous ces électrodes. En effet, la tDCS, comme les autres techniques de

stimulation électrique du cerveau, vise a moduler de facon transitoire les circuits cérébraux
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dysfonctionnels (Nitsche et al. 2008). Plus précisément, cette technique de neuromodulation va
modifier I'activité d'un réseau neuronal en orientant la polarisation du potentiel membranaire de
repos d'un groupe de neurones de maniere a rétablir les activités cérébrales anormales observées

dans différentes pathologies psychiatriques.

Figure 9: (A) Représentation de la stimulation d'un sujet humain par courant galvanique en 1800 selon Aldini.
(B) Actuellement, la tDCS est réalisée grace a un générateur relié a deux électrodes positionnées sur le scalp
du patient.

2.2 Sécurité associée a la stimulation transcranienne

Les effets secondaires associés a I'utilisation de la tDCS sont relativement mineurs. Une équipe a
rassemblé et analysé les données concernant les effets secondaires ressentis par 102 sujets sains et
patients au cours des deux années précédant leur publication; dans 70% des cas, les effets décris
sont des sensations de picotements sous I'électrode active et les 30 % d'événements restant sont des
démangeaisons (Poreisz et al. 2007). Une autre équipe s'étant intéressée a la tolérance des individus
lors de stimulations répétées a rapporté a peu pres les mémes proportions d'évenement indésirable,
avec en plus de rares cas de brilure ou d'inconfort (Paneri et al. 2016).

Chez I'animal, une étude s’est spécifiquement penchée sur les potentiels dangers et effets déléteres
de la tDCS en étudiant les seuils de densité de courant et de charge pouvant provoquer des
dommages cérébraux (Liebetanz et al. 2009). Ces auteurs ont montré que la stimulation cathodique
peut induire de séveres Iésions neuronales lorsque de trés fortes densités de charge sont utilisées
(supérieures a 52400 C/m?), bien plus importante que la densité de charge généralement utilisée au
cours des études cliniques (170 a 480 C/m?). Si ces résultats ne peuvent pas étre directement
transférés a ’lhomme et ne considérent que les effets morphologiques « aigus » de la stimulation
cathodique (alors que la plupart des effets cliniques et précliniques sont induits par une stimulation

50



anodique), ils suggerent que des protocoles de tDCS plus «intensifs » (en termes de durée et
d’intensité de stimulation) peuvent étre utilisés chez ’'homme en toute sécurité afin d’en améliorer

Iefficacité thérapeutique.

2.3 Effets thérapeutiques de la tDCS

Les premieres études portant sur I'utilisation de la tDCS dans le traitement de la dépression ont été
réalisées en 1964. Deux études controlées randomisées en double-aveugle ont montré un effet
positif significatif de la tDCS sur les scores de dépression de 29 et 24 sujets (Redfearn et al. 1964;
Costain et al 1964). D’autres études ont été menées jusqu’aux années 1970, cependant elles ne
parvenaient pas toutes a démontrer |'efficacité de ce traitement. La technique est alors massivement
abandonnée au profit des antidépresseurs qui font alors leur apparition. A la fin des années 1990 —
début 2000, la technique réapparait dans la littérature, certainement du fait du taux de réponse
finalement insatisfaisant des traitements pharmacologiques. Les parametres de stimulation sont
alors mieux contrélés, de méme que le placement des électrodes, notamment grace aux travaux de
Nitsche et Paulus (Nitsche and Paulus 2000, 2001). En 2006 la premiére étude clinique utilisant les
parametres (1 ou 2 mA, 20 min, 5-10 stimulations) ainsi que le placement des électrodes (anode au
niveau du CPFDL gauche) pratiquées actuellement est publiée (Fregni et al. 2006). Elle porte sur 10
patients souffrant d’EDM d’intensité sévére, traité par tDCS active ou placebo. Les résultats sont trés
prometteurs puisque I'équipe démontre une diminution de 60% du score HDRS moyen et de 70% du
score BDI chez les patients traités, amélioration significativement supérieure a celle observée dans le
groupe placebo. Le taux de réponse est également supérieur dans le groupe traité puisqu’il présente
4 répondeurs contre 0 dans le groupe placebo. Par la suite, I’équipe de Boggio et al. précisent 'action
de la tDCS en démontrant que la zone cérébrale ciblée ainsi que la dose administrée (nombre de
séances) modulent I'effet observée et notamment sa durée (Boggio et al. 2007, 2008).
Malheureusement, les études qui ont été publiées depuis montrent des résultats plus mitigés;
I’efficacité de la tDCS en tant que traitement antidépresseur n’étant pas toujours démontrée (Loo et
al. 2010; Loo et al. 2012; Rigonatti et al. 2008; Fregni et al. 2007; Blumberger et al. 2013; Brunoni,
Ferrucci, et al. 2013; Brunoni, Valiengo, et al. 2013; Segrave et al. 2014; Brunoni et al. 2014; Bennabi
et al. 2014; Ferrucci et al. 2009; Ferrucci et al. 2009; Brunoni et al. 2011; Martin et al. 2011; Dell’Osso
et al. 2012; Martin et al. 2013). Au vu de ces résultats hétérogénes, plusieurs auteurs se sont attelés
a la rédaction de méta-analyses visant a donner une réponse concréte sur I'efficacité de la tDCS dans
le traitement de la dépression (Mutz et al. 2018; Shiozawa et al. 2014; Kalu et al. 2012; Berlim et al.,
2013)(pour revue voir (Bennabi and Haffen 2018). La aussi, cependant, les conclusions divergent.

Berlim et al. ne montrent pas de différence significative entre tDCS active et tDCS placebo tant au
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niveau de la réponse qua de la rémission alors que Kalu et al. et Shiozawa et al. concluent a une
supériorité de la tDCS active versus placebo quant a la diminution des scores aux échelles de
dépression et au taux de rémission. Sans dénigrer la qualité de ces études, il est tout de méme
important de noter qu’elles n’incluent que peu de données puisqu’ elles portent sur 6 ou 7 essais
controlés randomisés dont les effectifs sont parfois trés réduits. De plus, si les paramétres de
stimulation sont assez similaires, les populations d’étude sont parfois différentes, ce qui complique

I'interprétation de ces résultats.

Il est donc aujourd’hui difficile de conclure sur I'impact thérapeutique de la tDCS et sur son utilisation
optimale en clinique, et de nombreux points restent a soulever. Parmi eux, I'impact des traitements
pharmacologiques concomitant au traitement par tDCS semble intéressant a étudier. Dans la plupart
des études précitées, le traitement pharmacologique des patients n’est pas controlé, or de
nombreuses interactions peuvent avoir lieu puisque certains processus neurobiologiques sont
modulés par les deux types de traitement, comme les systémes monoaminergiques, la plasticité ou
I'inflammation. La plupart des études montrant un effet antidépresseur significatif de la tDCS
portaient sur des patients non traités par psychotropes alors que les études négatives incluent
majoritairement des patients sous traitement pharmacologique associé. L'idée d’une interaction
négative entre ces deux types de traitement émerge alors. Pourtant, en 2013, Brunoni et al.
montrent, dans une étude a grande échelle (120 patients inclus), que I’association de la tDCS avec un
traitement par Sertraline augmente le score MADRS des patients de maniere significativement
supérieure par rapport aux traitements seuls. Il y aurait donc une synergie entre ces deux
traitements.

D’autres facteurs peuvent jouer sur I'impact de la tDCS, comme les caractéristiques de la dépression.
Dans les études précitées pour lesquelles un traitement était associé a la tDCS et n’avait pas d’effet
sur les symptomes dépressifs, on peut imaginer que les patients avaient une dépression plus sévere
et/ou résistante par rapport aux patients des études sans traitement associé et démontrant un effet
positif. En effet, la plupart des études portant sur une population de patients déprimés résistants ne
montre pas d’effets significatifs de la tDCS (Palm et al. 2012; Bennabi et al. 2014). Par contre,
concernant la sévérité, Ferrucci et al. (2009) ont démontré que I'effet antidépresseur de la tDCS était
d’autant plus marqué que 'EDM était sévere. Enfin, le type de dépression, unipolaire ou bipolaire,
peut influencer la réponse au traitement. Trois études se sont intéressées particulierement a cette
population avec des résultats positifs semblant aller vers une efficacité supérieure de la tDCS dans la
dépression bipolaire comparée a la dépression unipolaire (Brunoni et al. 2011; Dell’Osso et al. 2012;

Brunoni et al. 2013).
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Parmi les interrogations qui persistent sur les effets cliniques de la tDCS, la question des séances
d’entretien est également posée. En effet, lorsqu’un effet antidépresseur de la tDCS est observé, il
est malheureusement limité dans le temps. L'ajout de séances de traitement a distance du
traitement de base semble étre intéressant cependant, pour le moment, cette question a été peu
étudiée et on ne sait pas combien de séances seraient nécessaires, a quelle fréquence et pendant

combien de temps.

La tDCS est donc une technique de neuromodulation prometteuse mais son utilisation est aujourd’hui
encore trop empirique et laissée a la discrétion de chaque équipe. Il est donc aujourd’hui nécessaire
de proposer des essais cliniques de grande ampleur, incluant de nombreux patients et permettant de
prendre en compte de nombreux facteurs confondants. Mais il est également nécessaire de chercher
plus précisément les mécanismes biologiques mis en jeu pour mieux comprendre cette technique et
aller vers une utilisation maitrisée et raisonnée. En effet, a [I'heure actuelle, les impacts
neurobiologiques et physiologiques de la tDCS ne sont que partiellement connus, le chapitre suivant

décrit les données de la littérature a ce sujet.

2.4 Mécanismes d'actions de la tDCS

Avant de développer de maniére plus détaillée les mécanismes d‘action connus de la tDCS, il nous
semblait nécessaire de faire un point théorique de certaines fonctions de base des neurones qui

seront utiles pour la compréhension des phénoménes décrits ultérieurement.
24.1 Rappels sur le potentiel membranaire et la plasticité synaptique.

e Le potentiel membranaire

Les neurones sont des cellules excitables, qui transmettent l'information via la formation de
potentiels d'actions grace a leurs dendrites et axones. Leur membrane est électriquement chargée.
Le potentiel membranaire est défini comme la polarité résultant d'une distribution non-uniforme des
ions de part et d'autres de la membrane. Au repos, l'intérieur de la cellule est négatif par rapport a
I’extérieur et le potentiel membranaire de repos est d'environ -70 mV. Le neurone est un site de
convergence d'informations provenant d'une ou plusieurs populations neuronales. La libération de
substances extrasynaptiques, tels que les neuromédiateurs, active des récepteurs ou des canaux
ioniques spécifiques au niveau de la synapse entrainant une variation des concentrations internes et

externes d'ions (Na*, K*, Ca?*) et donc de répartition des charges de part et d'autre de la membrane.
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Ce changement du potentiel membranaire induit la dépolarisation de la membrane qui, si elle atteint

un certain seuil, provoque l'apparition d'un potentiel d'action (Figure 10).

Action
potential
+40

0]
=
© o
@ ;:—9 2
= 0 P he]

— poeg =
E > G o
T} o =
E £ =3 ]
D i =
= s [Threshold _ Failed |3
6 : initiations
— Resting state

Stirmlis Refractory
0 il 4 3 4 5

Time (ms)

Figure 10: Un stimulus permettant le déplacement du potentiel membranaire au-dela de la valeur seuil induit

un potentiel d'action, c’est-a-dire une dépolarisation puis une repolarisation et hyperpolarisation de la
membrane cellulaire.

e La plasticité synaptique

Le cerveau est neuroplastique, c’'est-a-dire qu'il est capable de développer de nouvelles
interconnexions neuronales et synaptiques et de renforcer ou d'affaiblir I'efficacité synaptique ou
d'un réseau neuronal. Nous allons ici nous intéresser a la plasticité synaptique qui correspond a une
modification persistante de l'intensité de la transmission synaptique. L'exposition répétée a un
stimulus, et donc la sollicitation répétée d'un réseau neuronal, peut aboutir a une augmentation
graduelle de la force des synapses d'un réseau neuronal. La neuroplasticité synaptique est possible
grace aux phénomenes de potentialisation a long-terme (LTP) et de dépression a long-terme (LTD). La
plasticité synaptique de I’hippocampe, modélisée par la LTP et la LTD, constitue la base cellulaire de
I'apprentissage et de la mémoire (Malenka and Bear 2004). Les mécanismes impliqués dans
I'induction de la LTP sont bien identifiés (Figure 11): I'activation des récepteurs glutamatergiques
postsynaptiques N-méthyl-D-aspartate (NMDA) suite a une libération massive de glutamate au
niveau synaptique provoque un flux entrant de Ca?* au niveau dendritique (Bliss and Lomo 1973;
Nicoll 2003). L’accumulation intracellulaire de calcium déclenche une cascade de réactions
moléculaires au sein du neurone qui aboutit a une modification durable de la synapse:
I"accumulation de calcium induit 'augmentation d’AMPc et donc I'activation de différentes protéines
kinases qui, a leur tour, vont phosphoryler certains facteurs de transcription (dont cFos et CREB) et

activer la machinerie génique (Bennett 2000; Hardingham et al. 2006), qui permettra I’expression et
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I’entretien de la LTP dur a linsertion de nouveaux récepteurs AMPA dans la membrane
postsynaptique. Ces modifications auront pour conséquence de modifier la sensibilité de la cellule

postsynaptique au glutamate.

A - plasticité a court terme B - plasticité a long terme

Figure 11: Changements a court et long terme associés a la plasticité synaptique. (A) Une dépolarisation
postsynaptique suffisante permet une dépolarisation membranaire, I'entrée de Ca?* dans la cellule et
l'ouverture des récepteurs NMDA. L'entrée massive de Ca?* par ces canaux induit une cascade de
signalisation aboutissant (B) a des modifications d'expression de certains génes et a I'apparition des
processus de potentialisation a long-terme (LTP). D'apreés Purves et al. (2008).

2.4.2  Effets neurophysiologiques de la tDCS.

e Modulation du potentiel membranaire

Dans les années 60, des études électrophysiologiques menées chez le rat et le lapin ont montré que
de brefs courants anodiques délivrés par des électrodes intracérébrales ou épidurales au niveau du
cortex moteur ou sensori-moteur augmentent l'activité et |'excitabilité corticale et activent des
neurones jusqu’alors silencieux (Bindman et al. 1964; Purpura and McMurtry 1965; Morrell 1961). A
I'inverse, les courants cathodiques réduisent la fréquence de décharge des neurones ou l'inhibent
(Creutzfeldt, Fromm, and Kapp 1962; Bindman, Lippold, and Redfearn 1964). D’autres études ont

parallelement révélé que des courants électriques externes peuvent causer la redistribution et la
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migration de certaines protéines membranaires et transmembranaires, tels que les canaux ioniques
qui régulent le potentiel membranaire (Jaffe 1977; Stollberg and Fraser 1988). Il a donc été proposé
gu’une stimulation anodique engendre une dépolarisation des membranes du corps cellulaire,
rapprochant les neurones de leur seuil d'activation et favorisant la décharge spontanée des neurones
et donc une excitation corticale (Figure 12). A l'inverse, une stimulation cathodique provoque une
hyperpolarisation membranaire entrainant une diminution de I'excitabilité neuronale (Creutzfeldt et
al. 1962; Purpura and McMurtry 1965). L'enregistrement de potentiels évoqués dans les cortex
visuels et moteurs suite a une stimulation chez la souris a plus tard confirmé que la tDCS facilite ou

inhibe I'excitabilité corticale selon la polarité (figure12) (Cambiaghi et al. 2010, 2011).
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Figure 12: (A) Effet de la tDCS [anodique (ronds), sham (carrés), cathodique (triangles)] sur I'amplitude des
potentiels évoqués moteurs (MEP). (B) exemples de MEPs avant et aprés une stimulation anodique et
cathodique. D'aprés Cambiaghi et al., (2010).

Plus précisément, la tDCS engendre une faible densité de courant au sein de la zone cérébrale
stimulée et module le potentiel membranaire de repos des neurones afin d’agir sur I'activité
neuronale spontanée sans induire de potentiel d’action (Wagner et 2007; Radman et al. 2009). Cette
modulation du potentiel membranaire semble étre due a une "régulation" des canaux sodiques et
calciques membranaires. En effet, leur blocage par la carbamazépine ou la fluarizine annule
I'augmentation de I'excitabilité neuronale normalement observée apres une stimulation anodique

chez I'hnomme (Nitsche et al. 2003).

En fonction de la durée et de l'intensité de la stimulation, des effets postsynaptiques peuvent étre
induits. Cependant des études in vitro ont complexifié le tableau en démontrant que ces effets
étaient dépendants d'autres facteurs tels que I'orientation du courant électrique par rapport a l'axe

somato-dendritique des neurones pyramidaux (Rahman et al. 2013; Bikson et al. 2004a), la
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morphologie neuronale (Radman et al. 2009) ou l'orientation des axones (Kabakov et al. 2012). En
effet, il existe de forts effets directionnels dans les interactions champs électrique/neurones puisque
les champs électriques influencent différemment les neurones perpendiculaires ou paralléles a leur
trajectoire (Ranck 1975) mais aussi les axones dépendamment de leur orientation (Kabakov et al.
2012). Ces auteurs ont notamment montré que |'orientation des axones par rapport au vecteur du
champ électrique détermine si le courant est excitateur ou inhibiteur et que I'orientation des
dendrites influence la magnitude des effets du courant électrique. De méme, le corps cellulaire et la
terminaison axonale d’un neurone répondent différemment a un courant, modulant la plasticité
synaptique en fonction de la polarité et de I'orientation de ce courant électrique: un champ radial,
orienté suivant l'axe somatodendritique des neurones pyramidaux (inversement a un champs
tangentiel), produit une polarisation somatique (la dépolarisation facilitant I'efficacité synaptique,
I'hyperpolarisation la diminuant) (Rahman et al. 2013). Ces études suggerent que la connaissance de

I'orientation du champ électrique est nécessaire pour prédire les effets de la stimulation.

Ces modifications d'excitabilité neuronale, et donc de fréquence de décharge, sont des phénoménes
non synaptiques expliquant les effets immédiats de la tDCS. Or cette technique de neuromodulation
induit également des changements a long terme, se maintenant aprés l'arrét de la stimulation,
impliquant principalement des phénoménes de plasticité synaptique (LTP) et régulés par de nombreux

neurotransmetteurs, en lien avec l'activité glutamatergique et gabaergique au sein du cerveau.

e Meécanismes des effets a long-terme de la tDCS.

o La plasticité synaptique : implication de la potentialisation a long terme (LTP)

L’administration de substances inhibant la synthese de protéines pendant la stimulation atténue la
polarisation a long-terme induite par une stimulation anodique (Gartside 1968), suggérant que ses
effets tardifs sur l'activité neuronale soient dépendants de la synthese de protéines et donc
probablement associés a des phénomenes de plasticité synaptique. Plusieurs équipes se sont donc
intéressées aux changements moléculaires induits par une stimulation polarisée, notamment ceux
connus pour étre étroitement associés a des modifications de neuroplasticité. La grande majorité de
ces études ont examiné les effets de la tDCS appliquée au niveau du cortex moteur, région impliquée
dans I'exécution motrice, la formation de la mémoire motrice et la consolidation des aptitudes
motrices chez I'homme comme chez I'animal (Ungerleider 1995; Rioult-Pedotti, Friedman, and
Donoghue 2000; Muellbacher et al. 2002). Chez le rat, la stimulation du cortex sensori-moteur
provoque I'accumulation d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) (Hattori, Moriwaki, and Hori
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1990; Moriwaki 1991; Moriwaki et al. 1995) et 'augmentation de la concentration extracellulaire de
calcium (Islam et al. 1995). Ces premiéres données soutiennent I’hypothése selon laquelle les effets a
long terme de la tDCS sur l'activité neuronale seraient sous-tendus par des modifications
importantes et durables de [I'efficacité synaptique, probablement via un mécanisme de
potentialisation a long terme ou LTP. En adéquation avec cette hypothese, d’autres études ont
signalé que la stimulation anodique du cortex sensori-moteur accentue, jusqu’a 24 heures aprés la
stimulation, le taux cytoplasmique de la protéine kinase C (PKC) (Islam et al. 1997) et I'expression du

facteur de transcription précoce cfos (Islam et al. 1995; Moriwaki et al. 1995).

Plus récemment, des études in vitro travaillant sur des tranches de cortex moteur primaire ou
d'hippocampe prélevées chez le rongeur ont permis d’affirmer que les effets tardifs de la stimulation
par courant continu étaient bien associés a un phénomeéne de plasticité LTP-dépendant (Fritsch et al.
2010; Kronberg et al. 2017; Podda et al. 2016; Ranieri et al. 2012)). Fritsch et al (2010) ont
élégamment mis en évidence que la stimulation anodique induit une LTP dépendante de la polarité
(non observable aprées stimulation cathodique) et de I'activation des récepteurs au glutamate NMDA.
En effet, un prétraitement avec un antagoniste des récepteurs NMDA empéche toute induction de

LTP par la stimulation.

Cette modification de la force de transmission synaptique par la tDCS a été vérifiée par des études
pharmacologiques réalisées chez ’homme qui ont notamment confirmé le réle crucial des récepteurs
NMDA dans les effets durables de la tDCS. En effet, I'administration d’'une substance agoniste (d-
cycloserine) des récepteurs NMDA accentue les effets a long terme de la tDCS sur le MEP alors que
I’'administration d’un antagoniste (dextromethorpane) les annule (Liebetanz et al. 2002; Nitsche et al.
2003, 2004). Etant donné que I'activation des récepteurs NMDA est la premiére étape de I'induction
de la LTP, ces données soutiennent que les effets de la tDCS sont engendrés par un mécanisme
semblable a celui de la LTP et de la dépression a long-terme (LTD) (Liebetanz et al. 2002; Nitsche et
al. 2003) : la tDCS anodique induit une LTP en augmentant I'activité pré-synaptique couplée a une
dépolarisation post-synaptique. A linverse, la tDCS cathodique provoquerait une LTD via une
réduction du taux de décharge présynaptique et une hyperpolarisation post-synaptique (Stagg and

Nitsche 2011).

o Effet sur la neurotransmission
Plusieurs études mettent en évidence une modulation des effets a long terme de la tDCS par certains
neurotransmetteurs tels que la dopamine et la sérotonine. Concernant la sérotonine, des

expérimentations menées sur le sujet sain ont mis en évidence que I'augmentation de |'excitabilité
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du cortex moteur (MEPs) induite par la tDCS anodique peut étre amplifiée et prolongée par
I'administration d'une dose unique (Nitsche et al. 2009) ou répétée (Kuo et al. 2016) de citalopram
(SSRI). Par ailleurs, une ou plusieurs doses de citalopram peuvent également prévenir la diminution
d'excitabilité normalement observée apres une stimulation cathodique et induire une facilitation. Ces
auteurs suggeérent que l'augmentation des taux de 5-HT suite a I'administration de citalopram
n'induit pas de plasticité par elle-méme mais modulerait la plasticité du systeme glutamatergique.
Plus précisément, I'impact du citalopram peut étre expliqué par le fait que I'élévation des taux de
sérotonine va augmenter l'influx de calcium dans les cellules via les récepteurs NMDA et les canaux
calcium voltage dépendant (Gu 2002; Holderbach et al. 2007). Etant donné que les effets a long
terme de la tDCS sont dépendants des récepteurs NMDA et du calcium, I'élévation des taux de 5-HT

peut renforcer |'excitabilité induite par la tDCS anodique via I'accroissement de I'influx calcique.

Concernant la dopamine, une étude a démontré l'importance des récepteurs D2 dans l'induction de
la neuroplasticité par la tDCS : le blocage de ces récepteurs par la sulpiride, antagoniste D2, retarde
les effets d'une stimulation anodique et annule ceux d'une stimulation cathodique chez I'homme
(Nitsche et al. 2006). A l'inverse, I'administration de pergolide, agoniste des récepteurs D2, prolonge
la diminution d'excitabilité induite par une stimulation cathodique. Une autre étude rapporte des
données un peu moins claires puisque I'administration de L-dopa, et donc I'augmentation des taux de
dopamine, provoque une inhibition de I'excitabilité induite par la tDCS cathodique et prolonge les
effets inhibiteurs de la tDCS cathodique sur I'excitabilité du cortex moteur chez des individus sains
(Kuo et al. 2008). La microdialyse chez le rat a également mis en évidence une élévation des taux de
dopamine dans le striatum aprés une stimulation par tDCS cathodique (Tanaka et al. 2013). D'autres
études sont donc nécessaires pour mieux comprendre l'implication de la dopamine dans les effets de

la tDCS.

Une des hypothéses majeures concernant les mécanismes sous-tendant la modulation synaptique
induite par la tDCS est la modification des transmissions glutamatergique et GABAergique au sein
du cerveau. L'administration d'un agent pharmacologique agoniste du récepteur du GABA-A entraine
un retard suivi d'une augmentation et d'une prolongation des effets de la stimulation anodique chez
I'homme sans avoir d'effet sur les conséquences d'une stimulation cathodique (Nitsche et al. 2004).
Par ailleurs, I'utilisation de la spectroscopie par résonance magnétique (MRS) a montré qu'une
stimulation anodique au niveau du cortex moteur induit une diminution significative des
concentrations de GABA, donc une inhibition de la neurotransmission GABAergique alors qu'une

stimulation cathodique provoque une diminution du glutamate associée a une baisse de glutamate
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(Antonenko et al. 2017; S. Kim et al. 2014; Nitsche et al. 2004; Stagg et al. 2009). Certains auteurs
pensent que les effets de la tDCS pourraient s'expliquer en partie par une modification de la balance
excitation/inhibition (ratio glutamate/GABA) (Krause, Marquez-Ruiz, and Kadosh 2013). Des données
chez I'animal semblent conforter cette hypothese puisque des enregistrements effectués in vivo chez
le lapin montrent que la tDCS induit des réponses évoquées plus semblable a celles observées chez
I'homme lorsque les interneurones sont activés en méme temps que les cellules pyramidales

(Molaee-Ardekani et al. 2013)

o BDNEF, plasticité structurelle et neurogénese
Plusieurs études indiquent que le facteur de croissance BDNF (Brain derived Neurotrophic Factor),
impliqué dans diverses formes de plasticité synaptique et jouant notamment un réle critique dans la
maintenance de la LTP (Bramham and Messaoudi 2005; Lu, Christian, and Lu 2008), pourrait étre
nécessaire a l'apparition des effets neuronaux tardifs de la tDCS (Cocco et al. 2018). Fritsch et al.
2010 ont notamment mis en évidence que I'administration d'un faible courant électrique continu au
niveau du cerveau de souris mutantes n'exprimant pas le BDNF n'induit pas de LTP contrairement a
la souris saine. Une autre équipe a montré que la potentialisation de la LTP induite par la tDCS
anodique, ainsi que I'amélioration de la mémoire visuo-spatiale qui lui est associée, est liée a la
modulation de I'expression du BDNF, notamment via des régulations épigénétiques (Podda et al.
2016). De plus, Kim et al. (2017), ont montré que la tDCS anodique répétée au niveau du cortex
sensorimoteur de rat entraine une augmentation des taux d'ARN de différents genes associés a des
phénoménes de plasticité (BDNF, CREB, CAMKII...). Cette élévation des taux de BDNF a été

directement associée a une amélioration mnésique chez le rat (Leffa et al. 2016; Yoon et al. 2016).

La tDCS semble également moduler la plasticité structurelle puisque |'application d'un courant
continu externe sur différents types cellulaires en culture peut avoir un effet sur la migration,
I'orientation, la différenciation et le métabolisme cellulaire (Pelletier and Cicchetti 2015). La
stimulation modifie la morphologie des neurones (corps cellulaire plus allongé), et provoque
I'allongement des axones, des dendrites (Jiang et al. 2012), des astrocytes et de la microglie. Ces
différents types cellulaires ont la capacité de modifier leur orientation en fonction de la stimulation
puisque les neurones semblent s'orienter parallelement au champ électrique alors que les cellules

gliales s'alignent perpendiculairement a ce champ électrique (Pelletier et al. 2015).

La tDCS semble également favoriser la neurogénése et donc la création de nouvelles cellules au sein
du cerveau. En effet, une stimulation anodique ou cathodique augmente le nombre de cellules
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nouvellement formées au sein de la zone sous ventriculaire (SVZ), I'un des deux sites cérébraux de
neurogenése adulte (Braun et al. 2016; Pikhovych et al. 2016). Ces études, et celle de Rueger et al.
(2012a), rapportent également une augmentation du nombre de cellules souches neuronales au sein
des zones corticales stimulées par tDCS chez des rongeurs sains ou ayant subi une ischémie
cérébrale. Ces données sont particulierement importantes si on considére le potentiel effet

thérapeutique de la tDCS chez des patients ayant une lésion cérébrale.

e Implication des cellules gliales

Un certain nombre d'études commencent a s'intéresser a l'implication de la glie dans les effets de la
tDCS. Trois grands groupes de cellules gliales ont été identifiés dans le cerveau: (1) les
oligodendrocytes enveloppent les axones des neurones de couches de myéline afin d’en augmenter
la vitesse de conduction; (2) les cellules microgliales sont principalement considérées comme les
cellules immunitaires du cerveau et participent a la réponse inflammatoire; et (3) les astrocytes ont
un role déterminant dans le control homéostatique des neurones (Magistretti 2006) et au cours des
phénoménes de transmission synaptique, notamment via la capture et la libération de transmetteurs
qui peuvent moduler I'activité neuronale (Halassa and Haydon 2010).

Considérant la faible densité de courant induite par la tDCS au sein du cerveau, certains auteurs se
guestionnent sur la capacité d’'un si faible courant a moduler, méme légérement, |'excitabilité
neuronale (Roth 2009). Ruohonen et al (2012)ont réalisé une analyse théorique signalant que les
changements de potentiel membranaire observés aprés tDCS sont du méme ordre de grandeur que
les variations de potentiel membranaire astrocytaire pendant |’activation neuronale (environ 2 mV)
(Massimini and Amzica 2001) . Ces auteurs suggérent donc que la tDCS, plutdét que de moduler le

potentiel membranaire des neurones, altérerait le potentiel transmembranaire des cellules gliales.

Une étude récente a montré, grace a l'imagerie in vivo des ions calcium au sein du cerveau de souris
mutante (exprimant une protéine fluorescente permettant de mesurer la signalisation calcique), que
les astrocytes jouent un role important dans I'induction de la plasticité cérébrale induite par la tDCS
(Monai et al. 2016): une stimulation anodique du cortex visuel primaire entraine une élévation de la
concentration calcique dans les astrocytes alors que l'activité des neurones corticaux ne semble pas
modifiée. Ces auteurs ont également montré que cette élévation des concentrations calciques
astrocytaires, et donc leur activation, est dépendante des récepteurs al de la noradrénaline et
diminuée par l'ablation des neurones noradrénergiques (Monai et al. 2016). lls proposent que la

tDCS, en plus de ces effets sur I'activation neuronale, activerait les fibres noradrénergiques, et donc
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la libération de noradrénaline. Cette élévation des taux de NA induirait, via l'activation des
récepteurs a1, une augmentation des concentrations de Ca%* au sein des astrocytes et la libération
de gliotransmetteurs (glutamate, ATP, D-sérine) pouvant moduler la neurotransmission au niveau
synaptique (

Figure 13).

—_—

/ NAergic fibers
A

Figure 13: Représentation schématique des effets que pourraient induire la tDCS sur les astrocytes.

La tDCS provoquerait (1) l'activation des fibres ou boutons noradrénergiques (NA) qui induirait (2)
I'activation des astrocytes via les récepteurs al de la noradrénaline (A1AR) et donc (3) la libération de
gliotransmetteurs par les astrocytes. La modification de la polarisation membranaire des neurones placés
sous l'anode (4), associée a la libération de gliotransmetteurs dans la synapse, moduleraient la plasticité
synaptique dépendante des récepteurs NMDA (5) (Monai and Hirase 2018).

Outre les astrocytes, certaines études ont mis en évidence que les oligodendrocytes peuvent étre
recrutés par la tDCS anodique dans un modeéle de lésion cérébrale (Braun et al. 2016). De méme, la
tDCS semble capable de polariser, et donc d'activer, les cellules microgliales (Rueger et al. 2012)

suggérant une possible modulation de la réponse inflammatoire.

e Processus inflammatoires

Comme nous l'avons vu dans le chapitre décrivant I'étiologie de la dépression, I’hypothése

inflammatoire est aujourd’hui en plein essor; il serait donc logique d’étudier les modulations
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inflammatoires qui pourraient étre induites par la tDCS afin d’expliquer son mode d’action. Pour le
moment, la littérature est assez pauvre a ce sujet, mais commence a émerger.

Tout d’abord, les études menées in vitro donnent des éléments intéressants : des cultures de cellules
immunitaires ont été soumises a des champs de courant électriques provoquant I'accélération et la
polarisation de la migration de ces cellules. Ceci a pu étre observé dans des cultures de lymphocytes,
monocytes, neutrophiles, macrophages et de cellules polynucléaires (Pelletier and Cicchetti 2015)).
De plus, des courants électriques de forte intensité peuvent provoquer une réponse inflammatoire,
caractérisée par la surexpression de la cyclooxygénase 2 (cox 2) dans des cellules gliales quiescentes (
Pelletier et al. 2014).

Chez I'animal, des études ont également été menées afin de déterminer les effets de la tDCS sur
I'inflammation. Chez le rat sain, Rueger et al. (2012a) ont observé qu’aprés 5 ou 10 jours de
stimulation anodique ou cathodique par tDCS a 500pA pendant 15 minutes, I'expression d’ibal était
augmentée dans les cellules microgliales du cortex ipsilatéral a la stimulation, caractéristique d’une
réponse immunitaire innée accrue. A l'inverse, la stimulation cathodique d’animaux ayant subi une
occlusion de l'artere cérébrale (modéle d’ischémie cérébrale) provoque la diminution du nombre de
cellules microgliales lbal* et CD45* (Peruzzotti-Jametti et al. 2013), synonyme d’une activité anti-
inflammatoire. Trois études ont été menées chez des modeles animaux de douleur chronique. Dans
la premiére, la tDCS a été appliquée pendant 8 jours (0.5mA pendant 20 minutes) apres induction de
la douleur chronique par constriction du nerf sciatique. Cette étude rapporte que, parallelement a
|'atténuation des comportements nociceptifs, la tDCS réverse totalement la surexpression des
cytokines IL-1B et IL-10 dans le cortex et la moelle épiniére (Cioato et al. 2016). Dans la seconde
étude, le modele utilisé est différent puisqu’il s’agit d’'un modéle de douleur inflammatoire,
provoqué par I'administration d'un composé (complete Freund’s adjuvant). De maniére intéressante,
le traitement par tDCS (8 sessions de 20 min. a 0.5mA) entraine une diminution de certains
comportements nociceptifs, sous entendant une action de la tDCS sur I'inflammation (Laste et al.
2012a). Enfin, dans la troisiéme étude, la douleur est induite par un stress chronique par contention
et le traitement par tDCS anodique entraine a la fois une diminution de la douleur et des niveaux de
TNF-a dans I’hippocampe des animaux (Spezia Adachi et al. 2012).

Dernierement, Leffa et al. ont stimulé des animaux modélisant le TDAH (trouble de I'attention et
hyperactivité) et ont mesuré les effets de la tDCS sur les marqueurs comportementaux et
neurochimiques de cette pathologie (Leffa et al. 2018). Ces auteurs ont retrouvé un effet procognitif
de la tDCS (mémoire a long terme) associé a une augmentation de la production de ROS (reactive
oxygen species - especes réactives de I'oxygéne) dans I'hippocampe des animaux malades mais

également sains. Si ce dernier élément est en faveur d’'une modulation de I'inflammation par la tDCS,
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il montre cependant que celle-ci n’est pas a l'origine de I'effet comportemental observé. Si ces
différentes recherches n’ont pas été menées sur des modeles animaux de dépression, elles
permettent cependant d'entrevoir des pistes intéressantes.

Les seules données disponibles sur la modulation de I'inflammation par la tDCS dans la pathologie
dépressive sont issues des publications de Brunoni et al., elles-mémes issues de deux larges études
cliniques portant sur I'efficacité de la tDCS chez des patients souffrant de dépression unipolaire en
association ou non avec la sertraline (étude SELECT/tDCS) (Brunoni et al. 2015, 2014) ou
I’escitalopram (ELECT/tDCS) (Brunoni et al. 2018). Dans ces deux études, des dosages plasmatiques
de cytokines ou de leurs récepteurs ont été réalisés en parallele du suivi clinique mais
malheureusement aucune d’entre elles ne parvient a démontrer un effet significatif de la tDCS sur la
concentration de ces marqueurs, et encore moins une association entre |'effet antidépresseur des

traitements et leur modulation de I'inflammation.

Il semble donc que des modifications non-synaptiques (fréquence de décharge) couplées a des
phénoménes de plasticité synaptique (c'est-a-dire qui modifient la force de transmission) soient
impliquées respectivement dans les effets immédiats et a plus long terme de la tDCS. Cependant, la
majeure partie des données présentées, bien qu’importantes, ne nous donnent qu’une vision partielle
des mécanismes neurobiologiques impliqués dans les effets de la tDCS. En effet, la plupart des études
rapportées sont réalisées sur des tranches ou coupes de cerveau (enregistrement, marquage
histologique) et sont généralement obtenues par stimulation du cortex moteur et non du cortex
préfrontal comme c’est le cas chez les patients souffrant de dépression. Il est désormais crucial de
réaliser des expérimentations chez I'animal afin de mieux comprendre les mécanismes d'action de la

tDCS et donc de mieux I'utiliser.

2.5 LatDCS chezl'animal.

Liebetanz et al (2009) ont été les premiers a développer un dispositif permettant de stimuler par
tDCS des rats non anesthésiés. Ce modeéle, fréquemment utilisé depuis (Dockery et al. 2011; Monai et
al. 2016; Podda et al. 2016), permet de stimuler le cerveau grace a une électrode anodique vissée
dans une embase chirurgicalement fixée sur le crane. Une contre-électrode est positionnée au niveau
thoracique a I'aide d'un corset le temps de la stimulation. L'asymétrie entre les deux électrodes a été
décidée dans le but de créer un gradient de densité de courant (la densité la plus importante étant

celle au niveau de l'aire cérébrale stimulée). Leur éloignement (contrairement a ce qui est pratiqué
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chez I'Homme, ol les deux électrodes sont le plus souvent céphaliques) permet d'éviter le passage
de courant directement de l'une a I'autre (shunt).

Si quelques données existent concernant I'effet de la tDCS sur les fonctions motrices (Faraji et al.
2013; Kim et al. 2010; Zhang et al. 2015; Yoon et al. 2012) et cognitives (Dockery et al. 2011; Kamida
et al. 2010) chez I'animal, il y en a actuellement trés peu concernant les effets comportementaux de
la tDCS chez des modeles murins de pathologies psychiatriques en général et de dépression en
particulier. La plupart sont issues des travaux précédents du laboratoire de Neurosciences de
Besangon ou a été réalisé ce travail de Doctorat.

Le dispositif que nous utilisons au laboratoire est inspiré de celui de Liebetanz et al. mais il est utilisé
sur la souris anesthésiée (isoflurane) ou vigile mais contenue (maintenue dans une boite de
contention). Les souris sont soumises a 2 sessions de stimulation anodique par jour, chaque
stimulation durant 20 minutes (200 pA), pendant 5 jours au niveau du cortex frontal gauche. En
accord avec les données récoltées chez ’lhomme, nos résultats comportementaux révelent que la
tDCS a un effet de type antidépresseur et améliore la mémoire de travail sans affecter les fonctions
locomotrices et les comportements de type anxieux (Pedron et al. 2014). Plus précisément, les souris
stimulées sont moins immobiles que les souris contréle dans le test de nage forcée soulignant une
diminution des comportements de résignation 3 semaines apres la derniere stimulation. La tDCS
améliore également la capacité des souris a reconnaitre un nouvel objet témoignant d’une
amélioration des capacités cognitives des souris stimulées.

Les effets comportementaux de la tDCS ont aussi été évalués chez la souris adulte exposée de fagon
chronique a la nicotine a I'adolescence (injection i.p. 2 fois par jours pendant 14 jours) (S. Pedron et
al. 2014), un modele permettant d’étudier des comportements associés a I'abstinence (Ifiiguez et al.
2009). La tDCS a un effet normalisateur sur les comportements pathologiques associés a cette
exposition tels que les comportements pseudo-dépressif dans le test de nage forcée et I'effet
renforcateur de la nicotine dans le test de préférence de place jusqu’a 3 semaines aprés la derniéere
stimulation. D’autres expérimentations sont en cours pour déterminer les effets de la tDCS sur
d’autres marqueurs de la réponse antidépressive (notamment la neurogénése) ainsi que chez un

modele murin de maladie psychiatrique.

Outre les travaux de notre équipe, Monai et al (2016) ont montré qu'une session unique de tDCS
améliorait les comportements de type dépressifs observés chez des souris soumises a des
contentions chroniques. En effet, le temps d'immobilité des souris dans le test de suspension caudale
(TST) apres 5 jours de stress était plus bas chez les souris stimulées que chez les souris non stimulées,

témoignant de l'effet de type antidépresseur de la tDCS. De fagon trés intéressante, cette
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amélioration comportementale n'est plus observable chez les souris ayant une lésion
noradrénergique, un blocage des récepteur al de la noradrénaline ou une déficience en IPsR2, qui
diminue toute I'élévation de Ca?* dans les astrocytes, suggérant que les astrocytes, aprés activation
par la noradrénaline, participeraient aux effets neurobiologiques de la tDCS (cf. chapitre précédent

sur l'implication du systeme glial dans les mécanismes d'action de la tDCS).
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3 OBJECTIFS

Comme nous I'avons vu dans l'introduction de ce manuscrit, la dépression est une pathologie tres
complexe, a forte prévalence mais avec une prise en charge difficile. Méme si les antidépresseurs,
traitements les plus fréquents a I'heure actuelle, apportent des résultats satisfaisant, il reste encore
un fort taux de patients non-répondeurs, voire résistants aux traitements pharmacologiques. De ce
constat, découlent deux grands objectifs a la recherche sur la dépression et sa prise en charge. Le
premier consiste a trouver de nouvelles offres thérapeutiques, et particuliecrement non
pharmacologiques. Nous avons vu que le nombre de techniques de stimulations grandit d’années en
années, avec des techniques plus ou moins invasives, induisant plus ou moins d’effets secondaires.
Parmi ce choix de techniques de stimulation, nous avons choisi de travailler particulierement sur la
tDCS, d’une part parce qu’elle est non-invasive et peu délétéres et d’autre part par ce qu’elle est
utilisée en clinique dans le service de psychiatrie du CHU de Besancon, ce qui nous permet d’offrir
une portée clinique assez directe a nos recherches.

Malgré I'utilisation de la tDCS en psychiatrie, cette technique est finalement assez peu maitrisée,
comme d’ailleurs la plupart des nouvelles techniques de stimulation, et son utilisation reste
empirique et ne repose pas sur des données scientifiques complétes, notamment concernant ses
mécanismes d’action. Or la connaissance exacte, compléte de ceux-ci est indispensable a la maitrise
des effets thérapeutiques et indésirables de cette technique.

Le second grand objectif de la recherche sur la dépression permettant d’augmenter I'offre de soin de
cette pathologie est la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques. En effet, les antidépresseurs
actuels ciblent majoritairement les systémes monoaminergiques (principalement sérotoninergiques
et noradrénergiques), considérés comme dysfonctionnels dans la pathologie dépressive. Cependant
comme nous I'avons déja mentionné, le taux de réponse a un traitement antidépresseur n’est pas de
100%, d’oU la nécessité d’autres cibles. Compte tenu également de la complexité physiopathologique
de la dépression, décrite dans l'introduction de ce travail, il est évident qu’un traitement novateur
passe par une cible nouvelle.

Dans cette thése, nous nous sommes focalisés sur I’hypothése inflammatoire de la dépression,

hypothese qui connait un réel essor actuellement, et qui nous a semblé pleine de promesses.

Ainsi, les objectifs détaillés de ce projet sont :
1. Améliorer les connaissances sur la tDCS et son utilisation chez I’animal.
Le passage au modele animal est indispensable a la recherche poussée des mécanismes d’action
de la tDCS. Pour cela, un dispositif a été développé au sein du laboratoire de Neurosciences de

Besangon il y a quelques années. Les premieres études ont été prometteuses puisqu’elles ont
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permis de montrer les modifications comportementales induites par ces stimulations, cependant
une caractérisation plus compléte de ses effets était nécessaire.

Nous avons donc, dans un premier temps, cherché les parameétres optimaux de stimulation chez
la souris saine, permettant d’obtenir des effets comportementaux de type antidépresseur.

Dans un second temps, il nous a semblé nécessaire de confirmer ces effets de type
antidépresseur dans différents modeles de dépression, utilisant des constructions différentes : le
modele CORT obtenu par administration chronique de corticostérone), le modele LPS (obtenu
par injection de lypopolysaccharides) et le modele UCMS (unpredictible chronic mild stress), le

gold standard des modeles animaux de dépression.

2. Rechercher les mécanismes d’action de la tDCS et rechercher de nouvelles cibles
thérapeutiques.

Pour cet objectif, nous nous sommes d’abord intéressés a la capacité de la tDCS a activer des
zones cérébrales qui ne sont pas directement situées au site de stimulation et qui sont connues
pour étre impliquées dans la physiopathologie de la dépression. Pour cela un marquage c-fos a
été réalisé dans les cerveaux d’animaux stimulés.

Enfin, afin de tester I’hypothése inflammatoire, a la fois comme mécanisme d’action de la tDCS
mais également comme nouvelle cible thérapeutique, nous avons recherché les modifications
des processus inflammatoires induites dans le modele UCMS et l'effet de la tDCS sur ces

modifications.
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MATERIEL ET METHODES

1 ANIMAUXET HEBERGEMENT

Les souris (Janvier Labs, Laval, France) dgées de 6 semaines a leur arrivée sont hébergées en
condition standard a I'animalerie (cycle jour/nuit de 12/12 h, lumieres allumées a 7h ; température
et humidité controlées). La nourriture et I'eau sont disponibles ad libitum.

En accord avec la littérature, plusieurs souches de souris ont été utilisées dépendamment des
expérimentations mises en ceuvre :

e 211 souris femelles de souche SWISS ont été utilisées afin de caractériser les effets
comportementaux et neurobiologiques de la tDCS chez la souris saine et chez des souris
ayant subi une déplétion en sérotonine (injections de PCPA, n=36).

e 77 souris males de souche C57BL6 ont été utilisées pour étudier I'effet comportemental de la
tDCS chez les modeles murins de la dépression basés sur I'administration chronique de
corticostérone (n=38) ou l'injection de LPS (n= 39).

e 74 souris femelles BALB/c ont été utilisées dans I’étude des effets comportementaux et de la
réponse inflammatoire a la tDCS (n= 74) dans le modéle de stress chroniques imprédictibles
(ucms).

Pour les expérimentations n’impliquant pas de protocole d’"UCMS, les souris ont été placées en cages
collectives tout au long de I'expérience (n=5 par cage), excepté lors des périodes de chirurgie et de
stimulation (placement en cages individuelles afin d'éviter le détachement de I'embase).

Concernant la procédure d'UCMS, 40 souris sont arbitrairement séparées en deux groupes et
hébergées dans 2 salles différentes lors de chaque expérimentation. Le premier groupe de 20 souris,
appelé « témoin » correspond aux souris non exposées aux stress. Le second groupe est composé de
20 souris exposées aux stress et est appelé « UCMS ». Les souris témoins et UCMS sont placées en
cage individuelle de leur arrivée jusqu'a leur euthanasie. Les souris témoin bénéficient d'un
environnement enrichi par I'ajout d'un tube en plastique ou d'un déme en carton.

Toutes les études suivent les normes européennes pour le soin et l'utilisation des animaux de
laboratoire. Elles ont été approuvées par le comité d’éthique bisontin en expérimentation animale

(CEBEA-58) et le ministére de I'enseignement supérieur et de la recherche (MESR).
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2  STIMULATIONS PAR TDCS

La stimulation par tDCS chez la souris nécessite tout d’abord la fixation d'un support cylindrique sur
le crane de l'animal par chirurgie. Ce support, appelé embase, sera utilisée pour positionner
I’électrode de stimulation (anode) au-dessus de la région cérébrale ciblée et évitera son déplacement
pendant ou entre chaque stimulation. L'embase et les électrodes de stimulations ont été congues en
collaboration avec I'entreprise DIXI microtechniques (Besancon, France) et en s’inspirant de

précédents travaux (Liebetanz et al. 2006, 2009).

2.1 Chirurgie et placement de I'’embase

La chirurgie est réalisée sous anesthésie générale (solution de Kétamine 80 mg/kg et Xylazine 12
mg/kg). La souris est placée dans un cadre stéréotaxique, une incision sagittale est pratiquée sur la
longueur du crane. Apres avoir nettoyé le crane de son périoste, I'embase est positionnée au niveau
de la région frontale gauche (+1 mm en avant, +1 mm sur la gauche par rapport au Bregma). Elle est
fixée par adjonction de ciment dentaire (Glass lonomer, GC Fuji I, Japon) (Figure 14). Une fois
I'opération réalisée, du paracétamol est administré par voie orale (150mg/L d'eau de boisson)
pendant 24 heures. Une semaine de repos est respectée entre la chirurgie et le début des
stimulations.

Les souris Sham sont également anesthésiées, leur crane est mis a nu et recouvert de ciment sans

positionnement d'embase.

a) b)

Embase

Electrode de
stimulation (Anode)

E Nacl
crane

2.1 mm

c) 3.5 cm

g
Electrode de
Z référence (Cathode)

Figure 14: Schéma du matériel de stimulation, a) L’embase est fixée au-dessus du cortex frontal gauche par
chirurgie. Pendant la stimulation par tDCS, I’'anode est vissée dans ’embase remplie de liquide physiologique
(b) et la cathode (c) est plaquée au niveau du thorax grace a un gilet ; adapté de (Pedron et al., 2014).
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2.2 Stimulation par tDCS

Les souris sont soumises a la stimulation par tDCS au moins une semaine aprés la chirurgie. Elles
sont anesthésiées par Isoflurane® dans la boite de I'appareil d’anesthésie gazeuse (TEM SEGA,
Bordeaux, France). Une fois la souris endormie, I'expérimentateur peut placer la cathode (électrode
de 3.5 cm x 2.7cm, physiomed Elektromedizin AG, Schnaittach, Allemagne) préalablement recouverte
de gel conducteur au niveau du thorax des souris grace a un gilet de contention. L'animal est replacé
dans la boite d'anesthésie puis I'anode (surface de contact avec le crdne 3.5 mm?) est vissée dans
I’embase préalablement remplie de NaCl 0,9% (Figure 15).

Les stimulations sont effectuées grace au stimulateur « NeuroConn DC-stimulator® » (utilisé en
recherche clinique) et aux générateurs fabriqués dans notre laboratoire (Open-tES, Besancgon,
France) spécialisés pour la stimulation du rongeur. L'impédance électrique, ou la résistance du circuit
électrique, est mesurée automatiqguement pendant la stimulation. Si celle-ci dépasse 90 kQ, le
stimulateur est automatiquement arrété afin que I'expérimentateur puisse optimiser la conductance
(ajout NaCl et gel conducteur, positionnement des électrodes). Les souris Sham (non stimulées) sont
également anesthésiées par isoflurane pendant la méme durée que les souris stimulées mais ne

recoivent pas de stimulation par tDCS.

Boite
Anode d’anesthésie

Stimulateur

Cathode

Figure 15 : Dispositif permettant la stimulation transcranienne par courant continu (tDCS) sous condition
d’anesthésie gazeuse; a) I'anode est vissée dans I'embase préalablement fixée sur le crane et cathode
attaché au thorax des souris anesthésiées (b) I'anode est reliée au stimulateur (ici Neuroconn) qui permet de
stimuler la souris placée dans la boite d'anesthésie gazeuse.



Selon les expérimentations, leur but et leurs contraintes (nombre de souris, réalisation de stress,
etc.), les nombre, durée et intensité des stimulations sont variables. Les différents protocoles de
stimulation sont présentés dans le tableau ci-dessous (

Tableau 2 : Différents protocoles de stimulation par tDCS utilisés selon les expérimentations (

Tableau 2).
Expérience Protocole de stimulation
Souris saines 1 stimulation anodique, 200uA, 20 min
Etude de [leffet du nombre de | 10 stimulations anodiques (2 stimulation/jour
stimulation et étude de I'expression de . .
cfos pendant 5 jours), 200pA, 20 min
Souris saines 1 stimulation anodique, 25 pA, 20 min

Etude de Vleffet de la \variation

! e ' ! 1 stimulation anodique, 100 pA, 20 min
d’intensité des stimulations

1 stimulation anodique, 200 pA, 20 min

Souris saines 1 stimulation anodique, 200uA, 20 min
Etude de l'effet de la variation de la

! 1 stimulation anodique, 200uA, 10 min
durée des stimulations

1 stimulation anodique, 200pA, 3 min

Souris saines 1 stimulation anodique, 200uA, 20 min
Etude de l'effet de la variation de la

1 stimulation cathodique, 200pA, 20 min
polarité des stimulations

Modeéle CORT 21 stimulations anodiques, 200pA, 20 min
(1 stimulation par jour, 21 jours consécutifs)
Modeéle UCMS 10 stimulations anodiques, 200pA, 20 min

(1 stimulation par jour, 5 jours par semaine,
pendant 2 semaines)

Modeéle LPS 10 stimulations anodiques, 200uA, 20 min,

(2 stimulations par jour pendant 5 jours)

Tableau 2 : Différents protocoles de stimulation par tDCS utilisés selon les expérimentations

3 MODELES MURINS DE DEPRESSION

Plusieurs procédures ont été utilisées dans ce travail de these afin d’induire des comportements de

type dépressif chez les souris.

3.1 Exposition chronique a la Corticostérone (modele CORT)

Le modele CORT repose sur lI'administration chronique de corticostérone, hormone de stress qui va
induire I'hyperactivation de I'axe HPA. Comme nous I'avons vu dans l'introduction de ce travail,
I'activation répétée de I'axe HPA est I'une des hypotheses physiopathologiques de la dépression
puisqu’elle entrainerait une altération du rétrocontréle négatif et du fonctionnement des récepteurs
aux glucocorticoides engendrant un niveau élevé et continu de cortisol dans le sang, participant a

I"apparition de symptomes dépressifs.
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3.1.1  Préparation de la corticostérone
La corticostérone (4-pregnen-11b-DIOL-3 20-DIONE 21- hemisuccinate; Sigma, St Louis, MO, USA) est
pesée et d'abord dissoute dans une solution de hydroxypropyl-B —cyclodextrin (BCD, concentration
200mL/L. IMCD, France;). Le mélange CORT+BCD, placé dans de la glace pour éviter qu'il ne chauffe,
est d'abord soniqué pendant 10 minutes puis vortexé pendant 3 minutes. Ces étapes sont répétées 2
a 3 fois afin d'obtenir une dissolution complete de la CORT dans la BCD. Cette solution est ensuite
diluée dans de I'eau de boisson habituelle des animaux afin d'obtenir une concentration finale de

CORT a 35mg/L d'eau.

3.1.2 Administration chronique de CORT
La Corticostérone (35 mg/L, équivalent 5mg/kg/jour) est administrée par voie orale, grace a I'eau de
boisson pendant 9 semaines. L'eau contenant la corticostérone est versée dans des biberons
opaques afin de préserver la corticostérone de sa dégradation par la lumiére. La solution de CORT est
refaite tous les 3-4 jours. Les souris du groupe « Véhicule » ont accés a un biberon d’eau normale,

également opaque.

3.2 Administration aigiie de Lipopolysaccharide (modéle LPS)

Comme présenté dans l'introduction de ce travail (cf paragraphe 1.3.3), l'injection de
lipopolysaccharides (LPS) permet d'induire une réponse inflammatoire, et donc la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires aboutissant a un état de type dépressif (Dantzer et al., 2008). Nous
évaluerons les effets de la tDCS sur les comportements de type dépressif 24h apres administration

i.p. de LPS.

3.2.1  Préparation de la solution de LPS
Le LPS (Sigma, St. Louis, MO, USA) est dissout dans une solution de Chlorure de Sodium a 0,9% afin

d’obtenir une concentration de 0,83 mg/ml (O’Connor et al., 2009).
3.2.2 Administration de la solution de LPS

Les souris recoivent une injection i.p. de LPS (groupe LPS-tDCS). Le groupe témoin correspondant

(groupe véhicule) regoit quant a lui une injection i.p. de NaCl 0,9%.
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3.3 Exposition aux stress chroniques imprédictibles (modele UCMS -

Unpredictable Chronic Mild Stress)

Le modéle UCMS tente de reproduire, dans un modeéle animal, les effets du stress dans |'apparition
des troubles dépressifs, c'est a dire I'ensemble des altérations comportementales, neuroplastiques,
neuroendocrines, neurotoxique et moléculaires observables chez l'individu déprimé (Willner et al.
1992). Cette procédure bien validée consiste a soumettre les animaux de fagon chronique et

aléatoire a des stress psychosociaux ou environnementaux pendant plusieurs semaines.

Les souris de groupe UCMS sont exposée a une ou deux situations anxiogénes par jour (6 jours par
semaine pendant 9 semaines) dans une piece spécifique de I'animalerie, isolée des autres animaux
hébergés et notamment ceux du groupe témoin non stressé. Afin d'éviter toute habituation des
souris, la nature et la durée du stress ainsi que I'heure a laquelle il est réalisé sont déterminés de
facon aléatoire. Les stress, leurs descriptions ainsi que leur durée sont présentées dans les Tableau 3

Tableau 4. La durée de chaque stress est augmentée progressivement au fil des semaines (Nollet et

al., 2013).
Stress Description Durée

Empty cage (sans litiére) La litiere de chaque cage est enlevée 1H-6H

Damp sawdust (ou litiére | La litiere est mouillée par ajout de 150 ml d’eau | 1H-6H

humide) (20°C)

Tilting cage (ou bascule) Les cages sont penchées avec un angle de 45° 1H-6H

Bath (ou bain) Chaque souris est déposée dans une cage dontde | 15 min—3H
fond est rempli par 225 ml d’eau a 20°C

Féces de rat Des feces et de la litiere de rat sont déposés dans | 1-3 heures
chaque cage

Restrain (ou contention) Les souris sont anesthésiées par inhalation | 15 min—3H
d'isoflurane puis placées dans des tubes fermés
et percés (permettant la respiration des souris)

Without dark phase (ou | La phase nocturne est supprimée en laissant 3 | 12 heures

absence de phase sombre) lampes allumées dans la piéce d’hébergement et
ce durant toute la phase nocturne (19H00-07HO00)

Predator sound (ou bruit de | Un son d'oiseaux est diffusé dans la piece | 10-30

prédateur) d'hébergement minutes

Flash Deux stroboscopes sont allumés pendant la phase | 10-30
nocturne (fréquence d'environ 300 | minutes
flash/minutes)

Stress social Chaque souris est placée dans une cage | 1heure
précédemment occupée par un autre individu

Shaking cage La cage de la souris est positionnée sur un | 5-15 minutes
plateau a mouvements vibratoires

privation d'eau La souris n'a plus d'accés a I'eau pendant 24h 12-24 heures

Tableau 3 : Description des différents stress mis en ceuvre lors de la procédure d'UCMS
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Semaine Lundi Mardi Mercredi Jeudi Vendredi Samedi Dimanche
Damp1H Bath 15 min Restain 15 min Rat1H Shaking 5 min Bruit 10 min
1 (10n00-11h00) (9h00-9h15) (11h00-11h15) (16h00-17h00) (9h00-10h30) (1h00-1h10)
Tilting 1 H Flash 30 min
(15h00-16h00) (20h00-20h30)
Shaking 5 min Tilting 1 H Bath 20 min w/o dark phase Shaking 7 min Bruit 15 min
3 (13h00-15h30) (12h00-13h00) | (15h00-16h00) (12h00-14h00) (3h00-3h15)
Flash 30 min
(22h00-22h30)
Damp 1.5H w/o dark w/o saw dust Rat1.5H Restain 20 min w/o dark phase
5 (17h00-18h15) phase 3H (9h00-10h15) (14h00-14h20)
(9h00-12h00) Bruit 30 min
(18h00-18h30)

Tableau 4 : Exemple d'enchainement des stress lors des semaines 1, 3 et 5 de la procédure d'UCMS

4 EVALUATION COMPORTEMENTALE

Pour la plupart des tests comportementaux réalisés lors de ce travail de thése, les souris ont été
placées dans la piece d’expérimentation une heure avant le début des phases de test afin qu’elles
s’habituent a ce nouvel environnement (odeurs, luminosité, bruits ambiant). Le dispositif est nettoyé
a I’éthanol 5% entre chaque souris afin d’éviter toute odeur pouvant modifier le comportement de
I'animal suivant. Une caméra vidéo (GoPro Session®) permet |'enregistrement des différents
comportements de I’'animal pendant la durée du test.

4.1 Mesure des comportements autocentrés
4.1.1  Etat du pelage de la souris

Chez les rongeurs, le comportement d'auto-toilettage est trés sensible au stress (Kalueff and
Tuohimaa 2004) et I'état du pelage peut étre un indicateur de |'état pseudo-dépressif chez la souris.
En effet, I'état du pelage est dépendant de la fréquence et de la durée de toilettage et constitue le
reflet de la motivation de I'animal envers des activités autocentrées. Le pendant chez I'homme serait
la faible hygiene personnelle observée chez beaucoup de patients dépressifs.

Pour ce test, un score est attribué a I'état du pelage le lundi de chaque semaine durant tout le
protocole par I'expérimentateur au niveau de 6 ou 7 zones du corps : téte (pour les expérimentations
sans tDCS), cou, pelage dorsal (dos), pelage ventral (abdomen), queue, pattes avant et pattes arriére.
Pour chaque zone du corps, I'état du pelage peut passer d'un état lisse, brillant et propre (score de 0)
a un état ébouriffé, avec des épis (score de 1) (Figure 16). Des scores intermédiaires ont été attribués
pour un pelage plus ou moins dégradé. Le score global est ensuite calculé, rendant un maximum de 6

ou 7 pour chaque animal.
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a)

Figure 16 : Test de I'état du pelage ; exemple d'une souris témoin dont le pelage en bon état donne un score
de 0 (a). Une souris du groupe UCMS a, inversement, un état du pelage dorsal dégradé (score=1) (b).

Ce test qui permet I'évaluation de |'état émotionnel de la souris au fil des semaines a été réalisé chez
les souris soumises aux procédures d'UCMS ainsi que leur groupe controle.

4.1.2 Le Splash test

Le Splash test évalue également la motivation de la souris pour se toiletter mais, cette fois, ce
comportement est induit artificiellement par pulvérisation d'une solution visqueuse et palatable de
sucrose sur son pelage dorsal. Ce test permet une mesure quantitative directe de comportement de
toilettage (Nollet et al., 2013).

Chaque souris est placée dans une cage individuelle 24h avant le test. Le jour de test, la piece est
faiblement éclairée par deux lampes halogéne afin d’obtenir une luminosité homogene d’environ 50-
60 lux, une solution de sucrose (10%) est pulvérisée (environ 1-2ml) sur le pelage dorsal de la souris.
Elle est alors immédiatement replacée dans sa cage d'hébergement individuel afin d’éviter tout
comportement exploratoire que susciterait un nouvel environnement. Le temps total de toilettage

est comptabilisé pendant 5 minutes.

4.2 Comportements de type anxieux.

Les tests comportementaux visant a évaluer les comportements de type anxieux reposent sur
I'aversion naturelle des rongeurs pour les espaces ouverts, éventuellement surélevés et/ou
fortement éclairés dans lesquels les animaux sont confrontés a une situation conflictuelle : affronter
le danger d’explorer un milieu inconnu éventuellement source de récompense, ou rester immobile
sans prendre de risque. La faible exploration du nouvel environnement et I'évitement des zones les

plus aversives de ces dispositifs sont considérés comme des indices d’anxiété.
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4.2.1 Testdel'open-field

Le test d’"Open-field" est une aréne carrée (50x50 cm) blanche et moyennement éclairée (environ 50
Lux). Dans ce contexte expérimental anxiogéne pour I'animal, on estime que l'anxiété est
inversement proportionnelle a sa capacité a s’aventurer dans la zone centrale du dispositif.

Les souris sont placées dans un coin du dispositif carré et laissées libres de I'explorer pendant 5
minutes. Lors de I'analyse des enregistrements vidéo, un calque divisant le dispositif en 25 carreaux
est disposé sur I'écran. Le nombre de visites et le temps passé au centre, considéré comme étant
I’ensemble des carrés n’ayant pas de c6té touchant les parois, sont ensuite comptabilisés par analyse
des enregistrements vidéo. Une visite au centre est comptabilisée lorsque les quatre pattes de
I'animal sont dans la zone centrale. Ces données permettent de calculer le nombre total de visites au
centre du dispositif ainsi que les pourcentages de temps passé et de carreaux traversés au centre.

Ce test est également utilisé pour mesurer la locomotion de I'animal. Pour ce faire, nous réalisons un

comptage du nombre de carreaux traversés ce qui donne une idée de la distance parcourue.

4.2.2 Comportements de type anxio-dépressif : le test d'hypophagie induit par
la nouveauté (Novelty-Suppressed Feeding Test ; NSF)

Ce test est couramment utilisé pour évaluer les comportements associés a I'état "dépressif" et
"anxieux" chez le rongeur (Samuels et Hen, 2011). Ce dernier est d'abord privé de nourriture pendant
24h puis placé au sein d'une enceinte carrée (50x50x25 cm) faiblement éclairée (50 lux) au centre de
laquelle une croquette est déposée sur une feuille de papier blanc (7x7 cm) (Figure 17). Le rongeur se
trouve alors en situation de motivation conflictuelle entre le besoin de s'alimenter et la crainte de
s'aventurer dans un espace inconnu et anxiogene. La souris est placée dans un coin de cette enceinte
et le chronometre est immédiatement déclenché. Le temps que met la souris a saisir et croquer la
croquette est mesuré et appelé temps de latence. Si la souris n'a pas mangé la croquette au bout de
5 min, elle est replacée dans sa cage d'hébergement et un temps de latence de 300 secondes lui sera

donné. La litiere qui recouvre le sol de I'enceinte est changée et le dispositif est nettoyé (éthanol 5%)

entre chaque animal.

o r——

Figure 17 : test d’hypophagie induit par nouveauté. Une
croquette de nourriture est positionnée au centre d'une
enceinte
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e Comportement de résignation : le test de nage forcée (FST)

Le test de la nage forcée est un test comportemental élaboré a la fin des années 1970 par Porsolt qui
permet d’évaluer un comportement "pseudo-dépressif" chez les rongeurs (Porsolt et al., 1977). La
procédure consiste a exposer un animal a une situation de stress inéluctable durant laquelle il est
forcé de nager. Aprés une période initiale de forte activité de nage afin de trouver une échappatoire,
I’animal réduit I'intensité de ses mouvements pour ne garder finalement que ceux nécessaires au
maintien de se téte hors de I'eau. Cette réponse correspond a une immobilité comportementale qui
permet d’évaluer I'état de résignation de I'animal face au stress qui lui est infligé.

La souris est mise dans un bécher en verre transparent, a parois lisses, de 18 cm de diametre et de 27
cm de hauteur, rempli de maniéere a ce que la souris ne puisse ni sortir, ni poser sa queue au fond du
récipient (profondeur de I'eau 18 cm) (Figure 18). L'eau est maintenue a une température de 32+1°C
et changée entre chaque souris. Une caméra permet |'enregistrement de la session de nage, d’une
durée de 6 minutes, qui sera ensuite visionnée par |'expérimentateur qui comptabilisera le temps ou
la souris est restée immobile. L'animal est considéré immobile lorsque ses membres postérieurs ne

bougent plus ou qu'il réalise de légers mouvements pour se maintenir a la surface d’eau.

Figure 18 : Le test de la nage forcée permet d'observer différents comportements de la souris face a un stress
inéluctable; soit la souris nage (a), soit elle est immobile (b).

e Comportement d'anhédonie : test de préférence au sucrose

Le test de préférence au sucrose permet d'évaluer I'anhédonie chez les rongeurs, I'un des principaux
symptomes de la dépression chez I'homme (Willner et al., 1987). Ce test est une procédure de libre
choix lors duquel les souris peuvent consommer soit de I'eau sucrée soit de I'eau non sucrée.
Généralement, les rongeurs préferent la solution sucrée. Une diminution de la consommation d'eau
sucrée au profit de la consommation d'eau normale est considérée comme une diminution de la

préférence de I'eau sucrée et donc le témoin de comportements de type anhédonique. Le test de
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préférence au sucrose est fréquemment utilisé pour évaluer ['efficacité d'un traitement
antidépresseur sur I'anhédonie induite par différents modeles de dépression chez les rongeurs.

Afin d'éviter le comportement de néophobie, les souris sont habituées a une solution de sucrose a
2% (présence continue d'un biberon de sucrose en remplacement du biberon d’eau) pendant 3
heures au cours de la phase nocturne la nuit précédant le test. Le jour du test, la souris a le choix
entre 2 biberons, un contenant une solution de sucrose (2%) et un rempli d’eau pendant 16 heures
(de 17h00 a 09h00 le lendemain) (Figure 19). La position de la solution de sucrose ou d’eau est
choisie de facon aléatoire (entre gauche ou droite) pour évider le biais de latéralité. Chaque biberon

est pesé au début et a la fin du test. La consommation de chaque boisson est mesurée ainsi :

Poids fin de test — Poids début de test

La préférence au sucrose est exprimée en pourcentage de sucrose consommé par rapport au volume
total de liquide consommé et calculée selon la formule suivante :
% de préférence au sucrose = (volume de sucrose consommé x100) / (volume de sucrose consommé

+ volume d'eau consommeé)

Figure 19 : Test de préférence au sucrose. La souris a accés a deux biberons (un d’eau et un de solution de
sucrose a 2%) pendant 16 heures.

4.3 Score d'émotionalité

A plusieurs reprises dans ce travail de thése, nous avons utilisé le score d’émotionalité pour
caractériser la présence ou non d'un phénotype anxio-dépressif chez les animaux. La méthode
utilisée pour calculer ce score se base sur le calcul du « z score » (Guilloux et al. 2011; Mekiri et al.
2017). Ce dernier est une dimension mathématique qui permet de normaliser les résultats obtenus
lors des tests comportementaux, réduisant la variabilité intrinseque de chaque test, et ainsi de

comparer les données a différents temps, entre différentes cohortes ou entre diverses études. Le z
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score est donc un score standardisé (par la moyenne et la déviation standard du groupe de
référence) qui indique de combien de déviation standard (o) une observation (x) est au-dessus ou en-
dessous de la moyenne du groupe contréle (u), x représentant une donnée individuelle pour un

parametre observé (Guilloux et al. 2011).

Dans les deux expérimentations pour lesquelles nous avons utilisé ce score, il a été obtenu en
combinant les données obtenues a 3 tests comportementaux : (1) Splash test, NSF et FST et (2) test
de préférence au sucrose, NSF et FST. L'augmentation du score émotionnel reflete un état
émotionnel qu'on peut considérer comme de type dépressif puisqu'elle correspond a une diminution
du temps de toilettage dans le Splash test, une diminution de la préférence au sucrose, une
augmentation du temps d’'immobilité dans le FST et une augmentation du temps de latence dans le
NSF. Ce score d'émotionalité n'est donc pas basé sur une seule donnée comportementale mais plutot
sur une convergence d'observations comportementales qui définissent ensemble le phénotype

anxieux et dépressif.

5 IMMUNOHISTOCHIMIE

L'immunohistochimie a été utilisée afin d'évaluer les effets d'une ou dix sessions de tDCS sur I'activité
neuronale et d'identifier les régions cérébrales qui pourraient étre impliqué dans I'effet
antidépresseur de la tDCS. c-fos est un proto-oncogene qui est exprimé suite a la dépolarisation de
la cellule (Bullitt 1990), donc immédiatement apreés I'activation d'une cellule. L'expression de ce géne
permet la production de la protéine c-fos qui est donc considérée comme un marqueur de

I’activation neuronale.

5.1 Perfusion intra-cardiaque et prélévement

La perfusion est réalisée 1 heure apres la fin de la stimulation car le pic d’expression de c-fos apparait
1-2 heures apreés I'activation neuronale (Islam et al. 1995). La souris est anesthésiée par injection i.p.
de pentobarbital (100 mg/kg). Lorsque la souris ne répond plus aux stimuli, elle est placée sur la
planche de perfusion. Apres avoir dégagé le coeur, I'oreillette droite est sectionnée et la pointe du
ventricule gauche est entaillée. Une canule est ensuite insérée dans I'entaille du ventricule gauche
afin de faire passer du NaCl 0.9% (ringage) puis du paraformaldéhyde 4% dans le systeme veineux et

artérielle de I'animal afin de fixer les tissus.
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Apres la perfusion, le cerveau est prélevé et mis dans une solution de paraformaldéhyde 4%
pendant 24 heures a 4°C. Le cerveau est ensuite plongé dans une solution de sucrose a 15% dilué
dans du tampon phosphate 0,1 M pendant une nuit. Le cerveau est congelé par immersion dans de
I'isopentane dans le SnapFrost (-80°C) pendant environ 10 seconds et conservés a -20°C. Des coupes
coronales de 30 um sont réalisées au microtome (Microm HM400), et réparties dans 4 boites 24
puits contenant du cryoprotecteur (25ml de glycérol + 25ml d’éthyléne glycol dans 50ml de PBS) et

conservées a -20 °C.

5.2 Marquage de la protéine c-fos

1. Trois rincages de 10 minutes dans le PBS-triton® sous agitation

2. Incubation des coupes dans une solution contenant 30% d'H,O; dans du PBS triton pendant
15 minutes sous agitation a température ambiante afin d'inactiver les peroxydases
endogenes.

3. Trois ringages de 10 minutes dans le PSB-triton sous agitation a température ambiante

4. Incubation dans I'anticorps primaire de lapin anti-cfos (Calbiochem) dilué au 1 / 10 000 dans
du diluant lait (5g de lait écreme en poudre, 0.5g de BSA et 5 mg d’Azide de sodium NaN3
dans 50mL de PBS-triton) pendant 72h sous agitation a 4°C.

5. Trois ringages de 10 minutes dans une solution de PBS-triton

6. Incubation dans l'anticorps secondaire de cheval biotinylés anti-lgG de lapin couplé a
I’enzyme péroxydase (Vector), ratio 1/10 000 pendant 24 heures sous agitation a 4°C.

7. Trois ringages de 10 minutes dans le PBS

8. Incubation dans le kit ABC (Avidin-Biotin Complex ; avidin horseradish peroxydase complex,
Vector laboratory - 3 gouttes de réactif A + 3 gouttes du réactif B dans 20 ml de PBS) 1 heure
sous agitation a température ambiante afin d'amplifier le signal permettant la détection de c-
fos.

9. Trois ringages de 10 minutes dans le PBS sous agitation a température ambiante

10. Incubation des coupes dans une solution de DAB (Diamino Benzidine 50 mg dans 100ml de
PBS+ 20ul de H;0;) pendant 5-10 min sous agitation a température ambiante afin de
provoquer |'apparition de précipités bruns.

11. Trois rincages de 10 minutes dans le PBS sous agitation a température ambiante

1 PBS+triton est une solution composée de 0,3% de triton dans du tampon de phosphate (PBS)
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5.3 Préparation des lames

Les coupes sont montées sur des lames pré-gélatinées. Elles sont ensuite laissées a température
ambiante pendant une nuit puis déposées dans une étuve (37°C) pendant plusieurs jours. Apres
séchage complet, les coupes sont déshydratées et délipidées dans des bains successifs d'éthanol [3
min dans éthanol 70%, 2 fois 3 min dans éthanol 95%, 2 bains de 3 min dans éthanol 100%, puis 3
bains de Xylene (3min a chaque bain)]

Apres le dernier bain de xylene, les lames sont immédiatement recouvertes par quelques gouttes de
Baume du Canada puis par une lamelle en évitant la formation de bulles d’air. Les lames montées

sont remises a 37°C pendant 3 jours.

5.4 Comptage des cellules marquées

Les différentes structures sont observées au microscope optique (Olympus DP50 camera)
grossissement 100x ou 200x. Les structures cérébrales ciblées sont: les cortex moteurs (M1 et M2), le
cortex préfrontal (infralimbique, prélimbique et cingulaire), I'hippocampe dorsal (CA1, CA3 et gyrus
denté), le noyau accumbens (Shell et core), les noyaux paraventriculaires du thalamus et de
I’hypothalamus et l'aire tegmentale ventrale (identifiées selon « The Mouse Brain in Stereotaxic
Coordinates» (Franklin and Paxinos, 2008)). Les cellules marquées, et donc exprimant le facteur de
transcription c-fos, sont comptabilisées sur 1, 2 ou 3 sections du cerveau a l'aide du logiciel
Imagel (Rasband, W.S., U.S. National Intitue of Health). Les zones correspondantes aux différentes
aires de comptages sont détaillées sur les figures Figure 20, Figure 21, Figure 22Figure 23Figure

24Figure 25Figure 26.

Bregma + 1,18 mm Bregma + 1,10 mm

Figure 20 : zones de comptage (carrés rouges) des cellules exprimant c-fos dans les cortex moteurs M1 et M2.
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Bregma + 1,98 mm Bregma + 1,34 mm

Bregma + 1,94 mm

Bregma + 1,18 mm

Bregma + 1,78 mm Bregma + 1,10 mm

Figure 21: zones de comptage des cellules exprimant c-fos dans le cortex préfrontal prélimbique,
infralimbique (a) et cingulaire (b).

Bregma -1,22 mm Bregma -1,34 mm Bregma -1,46 mm

Figure 22 : zones de comptage des cellules exprimant c-fos dans I'hippocampe dorsal [CA1, CA3 et gyrus
denté (DG)]
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Bregma +1,18 mm

Bregma +1,10 mm

Bregma +0,98 mm

Figure 23 : zones du comptage des cellules exprimant c-fos dans noyaux accumbens (core et shell)

Bregma -0,22 mm

Figure 24 : Zone de comptage des cellules exprimant c-fos dans le noyau paraventriculaire du thalamus
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Bregma -0,82 mm

Figure 25 : Zone de comptage des cellules exprimant c-fos dans le noyau paraventriculaire de I'hypothalamus

Bregma -3,16 mm

Figure 26 : Zone de comptage des cellules exprimant c-fos dans I’aire tegmentale ventrale (VTA)

85



6

ANALYSE DES MARQUEURS INFLAMMATOIRES

Ces expérimentations ont été réalisées en collaboration avec |'équipe "relation hoéte-greffon"

(UMR1098) de Besancon, plus particulierement avec I'aide de Francis Bonnefoy et Sylvain Perruche.

6.1

Prélevement de la rate et préparation des échantillons.

Au terme de la procédure de stress chronique, la rate de chaque souris est prélevée afin de

quantifier le nombre total de cellule et le taux de marqueurs de I'inflammation. En effet, la rate est

un organe lymphoide secondaire chez la souris et est donc impliquée dans la réponse immunitaire

spécifique. Les souris sont sacrifiées par anesthésie a I'isoflurane puis inhalation de CO; et placées en

décubitus latéral droit. La peau et le péritoine sont incisés, la rate est dégagée de ses adhérences et

placée dans une boite de Pétri contenant du milieu de culture RPMI.

1.
2.

La rate est broyée dans du milieu de culture pour récupérer les splénocytes.
Homogénéisation de la suspension cellulaire par passages répétés a travers l'aiguille de 25G
d’une seringue de 5 ml

Recueil de la suspension dans un tube Falcon.

Centrifugation de la suspension cellulaire pendant 5 minutes a 1400 RPM a température
ambiante.

Elimination des globules rouges par choc osmotique a l'aide d’une solution de lyse. La
solution mere de lyse [82,9 g NH4Cl (Merck, Darmstadt, Allemagne), 370 mg EDTA Na;
(Sigma), 10 g KHCOs (Merck), g.s.p. 1 litre d’eau ppi, a pH = 7,3] est conservée a +4 °C et
diluée 10 fois pour I'utilisation.

Incubation du culot cellulaire dans une solution de lyse 1X pendant 5 minutes a température
ambiante afin de I'hnomogénéiser.

Aprés lyse, les cellules sont lavées deux fois par PBS (BioWhittaker).

Comptabilisation des cellules viables a la cellule de Malassez (Marienfeld, Allemagne) aprés

coloration au Bleu de Trypan (Sigma Aldrich).

Aprés comptage, les suspensions cellulaires sont conservées a +4 °C jusqu'a leur mise en culture et

leur analyse par cytométrie de flux.

6.2

1.

Mise en culture et analyse des populations
Les cellules sont reprises dans un milieu de culture en "Dulbecco Modified Eagle Medium"

supplémenté avec 10% de sérum feetal de veau (Life Technologies), 1% de

86



penicilline/streptomycine, 10 mM HEPES (Sigma Aldrich), 10 mM d’acides aminés non
essentiels (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), et 0.05 mM de 2-mercaptoethanol (Sigma
Aldrich) a 10.106 cellules/ml.

Mise en culture des cellules dans des plaques 96 puits a fond rond en présence de 50 ng/mL
de phorbol myristate acetate (PMA), de 1 pug/mL de ionomycine (iono) et de brefeldin A (1
puL/mL of cells; BD Pharmingen) pendant 4 heures pour ensuite effectuer le marquage afin
d’évaluer la polarisation des populations de lymphocytes T.

Apres stimulation PMA + iono, marquage des cellules avec des anticorps membranaires CD4
(clone RM4-5, BD Biosciences)/CD25 (clone PC-61, BD Biosciences).

Perméabilisation des cellules avec un tampon de perméabilisation nucléaire (eBioscience)
afin de rendre accessibles les compartiments intra cytoplasmiques et intra nucléaires.
Marquages de Foxp3 (clone FJK-16s, eBioscience), IL-17 (clone TC11-18H10.1, Biolegend) et
IFNg (clone RMMA-1, Biolegend).

Re stimulation des cellules spléniques avec du LPS (1 pug/ml) ou CpG 12 (ng/ml) durant 24h
pour permettre I'étude des cellules présentatrices d’antigéne.

Marquage des cellules avec des anticorps spécifiques des PDC (mPDCA (clone 927,
Biolegend)), des CDC (CD11c (clone N418, Biolegend)) et des macrophages (F4/80) et des
anticorps spécifiques des marqueurs de maturation : CD40 (clone 3/23; Biolegend), CD80
(clone 16-10A1; BD Biosciences), CD86 (clone GL-1; Biolegend), IA/IE (clone M5/114.15.2;
Biolegend).

Aprés marquage, les cellules sont analysées sur un cytométre de flux BD Canto Il ou BD

Fortessa X20 avec le logiciel Diva (BD Biosciences).

TRAITEMENT DES RESULTATS

Présentation des données

Les résultats de chaque étude sont représentés sous forme d'histogrammes (paramétre

comportemental testé) ou de courbes (décours temporel, ...) par la moyenne et l'erreur type

(standard error of the mean, SEM). L'effectif des groupes (la plupart du temps, au minimum de 8

animaux par groupe) sera précisé pour chaque étude dans le chapitre « Résultats ».

Statistiques

Plusieurs types de tests statistiques ont été réalisés au moyen du logiciel STATISTICA version 7.1 en

fonction du nombre de données a analyser (précisés ultérieurement pour chaque étude). Nous avons
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réalisé des tests paramétriques puisqu'il est considéré que la majorité des variables biologiques
guantitatives continues (telles que les n6tres) possedent une distribution normale (Preux et al. 2003).
Un test de Shapiro-Wilk réalisé sur nos premiéres données nous a par ailleurs permis de le vérifier

pour nos variables comportementales.

7.2.1 t test
Lorsque nous avons comparé les moyennes de deux groupes expérimentaux (un seul facteur, tel que,
le test de la nage forcée dans I'étude d’effets de la tDCS Sham vs stimulation cathodique et le test de
la nage forcée dans étude de la tDCS chez modele de CORT), nous avons utilisé un test de Student. Le

seuil de significativité est fixé pour p<0.05.

7.2.2 ANOVAs

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

Dans le cas spécifique des tests répétés plusieurs fois sur un méme groupe de souris ou des tests
avec décours temporel, des ANOVAs a mesure répétées ont été calculées avec comme facteur intra-
spécifique le groupe (sham ou stimulé), et comme facteur inter-spécifique un décours temporel (ex :
mesure de I'état du pelage au fil des semaines).

Lorsque les ANOVAs présentaient un facteur ou une interaction statistiquement significative
(*p<0.05), un post-hoc de Fisher était exécuté.

Des ANOVA deux voies sont réalisées dans 1.) I'étude des effet comportementaux de la tDCS dans le
test de la nage forcée (un facteur de stimulation ; Sham vs tDCS et un facteur de délai du temps (3,21
et 60 jours). 2.) I'étude des effets neurobiologique de la tDCS chez la souris avec un facteur de
stimulation (Sham vs tDCS) et un facteur de nombre de stimulation (1 vs 10 stimulations). 3.) I'étude
des effets comportementaux de la tDCS chez modele murin de la dépression (modeéle de CORT,
UCMS et LPS) avec un facteur de stimulation (Sham vs tDCS) et facteur de traitement (Véhicule vs

CORT, Témoin vs UCMS et Véhicule vs LPS).
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RESULTATS

1 PUBLICATION 1: THE ANTIDEPRESSANT-LIKE EFFECT OF TDCS IN
MICE: A BEHAVIORAL AND NEUROBIOLOGICAL
CHARACTERIZATION

But de I'étude :

Malgré des résultats cliniques prometteurs et un enthousiasme grandissant en faveur de ['utilisation
de la tDCS dans le traitement de la dépression, beaucoup de questions restent en suspens
concernant ses mécanismes d'actions et les parameétres de stimulation optimaux. Ces interrogations
nécessitent d'étre résolues afin d'améliorer les bénéfices thérapeutiques de la tDCS.

Le premier objectif de cette étude est de déterminer les parametres de stimulation (nombre de
stimulation, intensité du courant, durée et polarité de la stimulation, état de vigilance) permettant
d'obtenir I'effet de type antidépresseur le plus robuste chez la souris saine dans le test de nage
forcée. Le second objectif est de tester si la tDCS est capable d'améliorer les comportements de type
dépressifs observés chez un modele murin de la dépression, a savoir I'exposition chronique a la
corticostérone (modele CORT), hormone de stress qui induit I'hyperactivation de I'axe HPA. Enfin,
cette étude vise a déterminer si les modifications comportementales induites par la tDCS sont
associés a des changements d'activité neuronale, mesurée par la quantification de I'expression de c-
fos, au sein de différentes structures cérébrales.

Méthodologie :

Expérimentation 1 : recherche des parametres optimaux de stimulation chez la souris saine

e FEtude de I'effet du nombre de stimulations :

tDCS
1stim

i ilm ® .

13 J21 J60

v

r
o,
I

. tDCS-10 stim EST FST FST

13 J21 Je0

A 4

Figure 27 : protocole d’étude des effets d’une ou 10 stimulations par tDCS sur le temps d’'immobilité dans le
test de la nage forcée, chez la souris saine. Une chirurgie est réalisée 1 semaine avant la (les) stimulation(s)
par tDCS. Un test de nage forcée (FST) est réalisé 3, 21 et 60 jours aprés la fin des stimulations.
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e FEtude de I'effet de I'intensité/durée/polarité de la stimulation ou effet de la vigilance :

tDCS
1stim
chirurgie I

13

Figure 28 : protocole d’étude des effets de I'intensité (25puA, 100uA, 200pA), de la durée (5 min, 10 min, 20
min) ou de la polarité (cathodale, anodale) de la stimulation par tDCS et de I’état de vigilance (anesthésie ou
vigile sous contention) de I'animal sur le temps d’immobilité dans le test de la nage forcée chez la souris
saine. Une chirurgie est réalisée 1 semaine avant la stimulation par tDCS. Un test de nage forcée (FST) est
réalisé 3 jours apres la stimulation

Expérimentation 2 : étude de I'effet comportemental de la tDCS chez la souris CORT

chirurgie

Administration chronique de CORT-8 semaines

Figure 29 : protocole d’étude des effets de la tDCS sur le temps d’'immobilité au test de nage forcée chez des
souris CORT. Les souris regoivent une administration chronique de corticostérone pendant 8 semaines. Apres
4 semaines de CORT (phase d'induction), une chirurgie est réalisée afin de placer 'embase sur le crane de
I’animal. Aprés une semaine de repos, les animaux sont stimulés par tDCS, a raison de 21 stimulations de 20
min a 200pA. un FST est réalisé trois jours apres la fin des stimulations.

Expérimentation 3 : étude de I'effet de la tDCS sur I'expression de c-fos.

tDCS

1stim
chirurgie Prélévement de cerveau pour marguage c-fos

. 1hapresla finde la stimulation

chirurgie Prélevement de cerveau pour marquage c-fos

. - 1haprés la derniére stimulation

Figure 30 : protocole d’étude des effets de 1 ou 10 stimulations par tDCS sur I’expression de c-fos dans le
cerveau de souris saine. L’embase est positionnée par chirurgie 1 semaine avant la tDCS. Les souris regoivent
une (20 min, 200p1A) ou 10 stimulations par tDCS (2 par jour pendant 5 jours, 20 min, 200pnA). Une heure
aprés la fin de la derniére stimulation, les cerveaux des souris sont prélevés en vue d’un marquage
immunohistochimique de la protéine c-fos.

Résultats :

L’évaluation comportementale dans le test de nage forcée révele que la tDCS au niveau du cortex
frontal gauche induit une diminution de la durée d”immobilité, témoignant de I'effet antidépresseur
de la stimulation corticale chez la souris saine et pseudo-dépressive dans nos conditions
expérimentales.
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e Expérimentation 1 : recherche des paramétres optimaux de stimulation chez la souris saine

Nos résultats montrent que le nombre de stimulation, l'intensité et la polarité du courant, la durée
de la stimulation ainsi que I'état de vigilance de I'animal pendant la stimulation influencent I'effet
comportemental de la tDCS dans le test de nage forcée :

- Nombre de séances : Nos résultats démontrent que la répétition des stimulations a un réle crucial
sur la durée des effets comportementaux observés. En effet, 1 seule séance de tDCS est suffisante
pour induire une diminution significative du temps d'immobilité 3 jours aprés la stimulation comparé
au groupe sham, et cet effet antidépresseur est toujours visible 21 jours aprés la stimulation. Dix
sessions de stimulation induisent des effets similaires a 9 et 21 jours. Cependant, ces stimulations
induisent également une diminution du temps d’immobilité jusqu’a 60 jours aprées la stimulation, qui
n’est pas observée chez les animaux ayant recus une seule stimulation.

- Intensité de stimulation : Nos résultats révelent qu'une stimulation par tDCS a 25 ou 100 pA n'a pas
d'effet comportemental alors qu'elle a un effet antidépresseur a 200uA, a 3 jours.

- Durée de stimulation : les résultats obtenus sont moins clairs. Une stimulation de 3 ou 20 min
provoque une diminution significative du temps d'immobilité, donc un effet de type antidépresseur
alors qu'une session de 10 min n'a pas d'effet.

- Polarité : Une stimulation cathodique du cortex frontal gauche n'induit pas d'effet antidépresseur
dans le FST.

- Etat de vigilance : Nous avons démontré qu'une seule session de stimulation n'induit pas de
changement comportemental dans le FST lorsque la stimulation est administrée chez la souris vigile
en contention. Ce résultat suggere que le stress induit par la contention peut moduler la réponse
comportementale induite par la tDCS.

e Expérimentation 2 : étude de I’effet comportemental de la tDCS chez la souris CORT

Nos données indiquent que la tDCS améliore les comportements de type dépressifs observés chez
des souris exposées de fagon chronique a de la corticostérone lorsqu'elle est administrée de fagon
répétée (21 sessions de stimulation, 200 pA, 20 min). En effet, la CORT augmente le temps
d'immobilité dans le FST, un effet qui est normalisé par la tDCS.

e Expérimentation 3 : étude de I'effet de la tDCS sur I'expression de c-fos.

Pour terminer, I'immunohistochimie de la protéine cfos a été utilisée dans le but d'identifier les
régions cérébrales associées a l'effet comportemental de la tDCS. Nos résultats montrent qu'une
stimulation par tDCS du cortex frontal induit une augmentation du nombre de cellule exprimant cfos,
donc une activation neuronale, dans différentes aires cérébrales des souris saines anesthésiées. Ces
régions sont le cortex préfrontal infra- et prélimbique et cingulaire, I'hippocampe dorsal (CA1, CA3 et
gyrus denté), le noyau accumbens (Nacc shell), les noyaux paraventriculaires du thalamus et de
I'nypothalamus et I'aire tegmentale ventrale (VTA). Aucune modification de I'expression de cfos n'a
été quantifiée dans I'hippocampe ventral (CA1l, CA3 et gyrus denté), le Nacc core ou les cortex
moteurs M1 et M2. Etonnamment, 10 sessions de tDCS ne modifient pas I'expression de cfos dans les
différentes structures cérébrales précédemment citées.
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Conclusions et hypothéses :

Nos résultats démontrent que la répétition des stimulations n'est pas nécessaire pour obtenir un
effet antidépresseur aigu mais est essentiel pour que cet effet se maintienne a long-terme. Nous
avons également démontré que I'utilisation de différents parametres de stimulation était associée a
différents effets comportementaux dans le FST. Il semble que le protocole de stimulation qui
produise |'effet comportemental le plus robuste chez la souris saine soit composé d’une ou plusieurs
stimulations anodiques de 20 min a 200 pA. Cet effet est confirmé dans le modéle de dépression
induite par I'administration chronique de corticostérone.

Nos données indiquent qu'une session unique de tDCS augmente I'expression du facteur de
transcription précoce cfos au sein du cortex préfrontal ventromédian, des circuits subcorticaux-
limbiques associés et du circuit de la récompense. Etonnamment, la répétition des stimulations de
tDCS n’induit pas de changement d’expression de c-fos dans les régions analysées. Compte tenu de
|'effet comportemental induit par 10 stimulations de tDCS, nous supposons que les neurones
répondent différemment au stimulus lorsqu’il est présenté une ou plusieurs fois. Ce résultat peut
étre di a un émoussement de la réponse (effet "blunting") : aprés une exposition répétée au méme
stimulus, des génes précoces sont induits immédiatement mais de facon atténuée par rapport a
I'induction provoquée par la premiére exposition. Nous pouvons également émettre I’"hypothése que
des processus de plasticité synaptique aient pu se mettre en place. Ceux-ci pourraient étre impliqués
dans la maintenance de I'effet comportemental de la tDCS jusqu’a 60 jours.
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Background: Transcranial direct current stimulation {tDCS} is a non-invasive method increasingly pop-
ular for the treatment of several brain disorders, such as major depression. Despite great enthusiasm and
promising results, some studies report discrepant findings and no consensus exists for the clinical use of
tDCS.
Objective: The present study aims to (i} determine the most effective stimulation parameters to optimize
antidepressant-like effect of tDCS in the forced-swim test in mice and {ii) identify brain regions recruited
by tDCS and possibly involved in its behavioral effect using Fos immunohistochemistry.
Results: We reported that tDCS induced long-lasting antidepressant-like effect, which varied as a func-
tion of stimulation settings including number, duration, intensity and polarity of stimulation. Interest-
ingly, the present study also demonstrated that tDCS reduced depressive-like behaviors induced by
chronic corticosterone exposure, Furthermore, behavioral outcomes induced by a single stimulation were
associated with neuronal activation in the prefrontal cortex, dorsal hippocampus, ventral tegmental area
and nucleus accumbens, whereas no overexpression of c-fos was associated with 10 simulations.
Conclusion: The strongest behavioral response was observed with an anodal stimulation of 200 pA
during 20min. The repetition of this stimulation was necessary to induce long-lasting behavioral effects
that are probably associated with plastic changes in the neuronal response.

@ 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

and growing popularity, there is no consensus for the use of tDCS in
depressed patient and several questions remain unanswered,

Transcranial direct current stimulation (tDCS) is a non-invasive
brain stimulation modality that is currently investigated as an
alternative therapy to pharmacological treatments for several
neuropsychiatric and neurological disorders including major
depression [1,2]. Indeed, tDCS seems to alleviate symptoms in
depressed patients through anodal stimulation over the left
dorsolateral prefrontal cortex |3—7|. Despite encouraging results

* Corresponding author, Service de psychiatrie - consultations, CHRU Besangon,
MEMCP+41, 25030 Besangon cedex, France,

E-mail addresses; ri_prom_98@hotmail.com (T. Peanlikhit), vincentvan_waesd
univ-fcomee fr (V. Van Waes), solene pedron@univ-fcomte fr (S, Pedron), pierre-
yvesrisold@univ-fcomtefr  {(P-Y, Risold), emmanuelhaffen@univ-foomte.fr
{E. Haffen), adeline.ctievant@gmailcom (A, Etiévant), jmonnin@chu-besancon. it
{J. Mannin ).

" These authors contributed equally to this work

hetp:/fdx,dotorg 10,1016/ brs. 2017.03.012
1935-861X/© 2017 Esevier Inc. All rights reserved,

including the most effective stimulation parameters (ie. the num-
ber of stimulation, current intensity, and duration of the stimula-
tion session). If patients usually received a weak (1—2 mA) direct
current during 20—30 min and for 5 to 15 sessions, preclinical re-
searches are needed to determine the effects of different stimula-
tion settings on depressive-like behaviors.

A recent study in our laboratory has characterized some
behavioral effects of tDCS in naive mice; ten tDCS sessions over the
frontal cortex of awaken mice had antidepressant-like properties
and reduced abnormal behaviors associated with chronic nicotine
exposure [8], More precisely, anodal repeated-tDCS (2 = 20 min/
day for five consecutive days, 0.2 mA) significantly decreased the
immobility time in the forced-swim test 3 weeks after the last
stimulation and improved working memory without affecting
weight, locomotor activity and anxiety. The first objective of the
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present study was to determine the most effective stimulation
parameters to induce optimized antidepressant-like effect in the
forced-swim test in healthy mice. More precisely, various stimu-
lation paradigms were used by modulating: the number of stimu-
lation (one versus ten), the current intensity, duration and polarity,
and the vigilance state of mice (anaesthesia versus contention).
Secondly, in order to further characterized behavioral outcomes of
tDCS and given that depression is one of the main indication for
tDCS, we tested the ability of tDCS to alleviate depressive-like be-
haviors in a mouse model of depression induced by chronic corti-
costerone administration [9]. Long-term exposure to hexogenous
corticosterone in rodents had been used to induce behavioral ab-
normalities reflecting anxiety and depressive-like states [9—12].
Additionally, further information on the neurobiological effects
of tDCS is necessary to improve its efficiency and security since the
current knowledge on this topic is not sufficient. In contrast to
other neurostimulation modalities, tDCS does not directly trigger
action potential in neuronal cells but induces changes in cortical
tissue excitability through a mild shift of the membrane potentials
toward hyperpolarization or depolarization {respectively for cath-
odal and anodal stimulations) |13—15]. Several preclinical and
clinical studies reported that non-synaptic mechanisms involved in
the immediate effects of tDCS are completed by synaptic ones,
mostly invelved in its long-term effects and that could be associ-
ated with neurcnal plasticity (such as LTP phenomenon) | 16—18],
That being said, the cellular mechanisms and cerebral structures
underlying the antidepressant effect of tDCS remain, for the most
part, unknown. The second objective of the present study was to
map neural activation patterns underlying the antidepressant-like
response to tDCS using c-fos immunohistochemistry. c-fos is an
immediate early gene from the Fos family which expression is the
first step of neuron's response to stimulation. The product of its

Table 1

transcription is able to activate late-response genes, resulting in a
delayed secondary wave of gene-response [19-21].

Materials and methods
Animals

Adult female Swiss mice (for experiments in naive mice) and
adult male C57B1/6 mice (for the experiment on a mouse model of
depression) were purchased from Janvier lab (Laval, France). The
number of animals used is detailed in Table 1. All mice were 6—7
weeks old and weighed 22—30 g at the beginning of the experi-
ments. Mice were housed 5—6 per cage (excepted during repeated
stimulations) under standard and controlled laboratory conditions
(12:12 h light/dark cycle) with food and water available ad libitum.
Before the surgery, mice were allowed 1 week of acclimation,
Behavioral testing occurred during the light phase, in the morning.
All procedures met the NIH guidelines for the care and use of lab-
oratory animals and were approved by the University of Franche-
Comte Animal Care and Use Committee (CEBEA-58).

Surgery

A tubular plastic jack (internal diameter: 2.1 mm) was surgically
fixed onto the skull using dental paste one week before the stim-
ulation protocol. Animals were anaesthetized with ketamine hy-
drochloride/xylazine (80 mg/kg and 12 mg/kg respectively; i.p.)
and placed in a stereotaxic apparatus. The center of the plastic jack
was positioned over the left frontal cortex (+1 mm antero-
posterior and 1 mm left to the bregma, according to Paxinos and
Watson [22]) and fixed with glass ionomer cement (GC Corpora-
tion). After surgery, all animals were allowed to recover for one

Stimulation protocols, number of animals (N) and time post tDCS for the Forced Swim test (FST) assessment performed in each experiment Stim: stimulation, min.: minutes, D:

days after the last stimulation,

Experiment Stimulation protocol N FST
long lasting effect and number of stimulation experiment 1 1 anodal stim, 200 pA, 20 min, 9 D3, D21
1 sham, 20 min 10
10 anodal stim. 200 pA, 20 min, 10
10 sham 200 pA, 20 mirn. 10
experiment 2 1 anodal stim. 200 pA, 20 min 10 D3, DGO
1 sham, 20 min 9
10 anodal stim, 200 pA, 20 min. 9
10 sham 200 pa, 20 min, 9
Intensity 1 anodal stim, 200 pA, 20 min, 10 D3
1 anodal stim, 100 pA, 20 min. 10
lanodal stim, 25 pA, 20 min. 10
1 sham, 20 min. 8
Duration 1 anodal stim, 200 pA, 20 min, n D3
1 anodal stim, 200 pA, 10 min 9
1 anodal stim, 200 pA, 3 min. 10
1 sham, 20 min, 9
Polarity 1 cathodal stim, 200 pA, 20 min. 10 D3
1 sham, 20 min, ]
Vigilance state {contention) 1 anodal stim under contention, 200 pA, 20 min. 0 D3, D21
1 sham under contention, 20 min q
Corticosterone model of depression corticosterone administration/15 anodal stim, 200 pA 20 min. 7 D3
water administration(15 anodal stim, 200 pA, 20 min, 10
corticosterone administration{15 sham stim, 20 min. 10
water administration/15 sham stim, 20 min, 9

c-fos expression

1 anodal stim. 200 pA, 20 min
1 sham, 20 min

10 anodal stim. 200 pA, 20 min.
10 sham, 20 min,

D3, D21

e nn
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week before undergoing tDCS. During this period, as well as during
the electrical stimulations, mice were placed in individual cages.

Stimulation protocol

The jack was filled with saline solution (NaCl 0.9%) before the
stimulation to establish a contact area of 3.5 mm? toward the skull.
The stimulation electrode (anede, DIXI Microtechniques, Besangon,
France) was screwed into the tubular jack. A larger conventional
rubberplate electrode (cathode, 4 cmz; NeuroConn, ilnemau, Ger-
many) served as the counter electrode and was placed onto the
ventral thorax using a jacket. Animals were under light anaesthesia
with isoflurane during the tDCS protocol. To determine neuronal
activation pattern and long lasting effects of tDCS, mice received
either 1 or 10 stimulations (2 stimulations per day for five
consecutive days, interstimulation interval of minimum 3 h). An
anodal 20 min constant current of 0.2 mA (current density of 57.1 A/
m?) was applied transcranially over the frontal cortex (adapted
from Ref. [8]) using a DC-stimulator Plus (NeuroConn, [Inemau,
Germany). Sham animals were subjected to the same procedures
(surgery, anaesthesia and electrode montage), but current was not
delivered. To identify the most effective settings of stimulation,
different stimulation protocols were used as described in Table 1. To
apply tDCS in awaken mice, animals were restrained in a box during
the active or sham tDCS session as described in Ref. [8].

Chronic corticosterone exposure

Corticosterone  {4-pregnen-11b-DIOL-3 20-DIONE  21-
hemisuccinate from Sigma, St Louis, MO ) was dissolved in vehicle
(0.45% hydroxypropyl-p-cyclodextrin ([-CD), IMCD, France). Corti-
costerone (35 pg/ml, equivalent to 5 mg/kg/day) was delivered in
opaque hottles to protect them from light, available ad fibitum in
the drinking water during 8 weeks. Control mice received water. To
evaluate the antidepressant-like effect of tDCS in this model of
depression, mice received 15 stimulations (1 stimulation/day for 15
days) 5 weeks after the beginning of CORT exposure. Forced-swim
test was performed 3 days after the last stimulation.

Forced-swim test

Each mouse was placed into a glass cylinder (height 26 cm,
diameter 18 cm) containing water at a temperature of 32 + 2 °Cand
adepth of 15 cm. Each test lasted 6 min and was video recorded for
subsequent scoring of the total time spent immobile by a blind
observer. Mice were considered immobile when they ceased
struggling and remained floating motionless in the water. To
determine the long-term behavioral effect of tDCS, 2 experiments
were performed. In the first experiment, forced-swim test was
performed 3 days and 21 days after the last stimulation. In the
second experiment, FST was performed 3 days and 60 days after the
last stimulation. To study the effect of intensity, duration and po-
larity, FST was performed 3 days after the stimulation. To study the
effect of the vigilance state, FST was performed 3 days and 21 days
after the stimulation.

Immunohistochemistry

Mice were transcardially perfused with 4% paraformaldehyde in
phosphate-buffered saline (PBS) one hour after the last stimulation.
According to the literature, the expression peak of c-fos appears
within 1—2 h after a stimulus. This has been observed in case of
acute drug exposure, food intake or direct current stimulation
[20,23,24].

Brains were then removed, postfixed overnight in 4% para-
formaldehyde and kept 48 hat 4 °C in 15% sucrose solution in order
to cryoprotect tissue, Coronal sections of 30 pm were cut, After
rinsing in PBS-T, free-floating sections were exposed for 65 h {4 °C)
to rabbit anti-c-fos primary antibody (1:10000; calbiochem)
(adapted from Ref, |20]). After several washing, sections were
exposed (24 h, 4 °C) to the biotinylated secondary horse anti-rabbit
IgG (1:10000; Vector) followed by amplification with an avidin
horseradish peroxidase complex (ABC Elite kit, vector laboratories)
for 1 h at room temperature. The peroxidase complex was visual-
ized by a 10 min exposure to a chromogen solution. Brain sections
were then coverslipped with Canada balsam (Roth).

Images were acquired using a 10= or 20x objective of an
Oly mpus microscope B =51 equipped with a Olympus DP50 camera.
Pictures of the following regions were taken: motor cortex (M1 and
M2); infralimbique (IL), prelimbique (PL) and anterior cingulate
(Cg) prefrontal cortex; dorsal and ventral hippocampus (CA1 and
CA3 area) and dentate gyrus (DG); paraventricular nucleus of
thalamus and hypothalamus, Nucleus Accumbens {NAcc) and
ventral tegmental area (VTA). M1 and M2, which are right above
the stimulation electrode, were counted on both sides, as CA1 area
of the dorsal hippocampus, to assess the laterality of the stimula-
tion. As expected [25], there were no asymmetrical effects of tDCS
in the pattern of c-fos induction between the two hemispheres.
Therefore, counting of other structure was done on only one
hemisphere on 2 or 3 sections depending of the structure. Image]
software (Rasband, WS., US. National Institute of Health) was used
to count c-fos labeled nuclei over the defined area captured by the
camera.

Statistical analysis

All results were expressed as means + standard errors of the
mean (S.E.M). Two-way ANOVA [factor “treatment” (sham or tDCS)
and factor "delay” (3,21 or 60 days)] were used to analyze the ef-
fects of tDCS on antidepressant-like behavior in the forced-swim
test at different time point. Two-way ANOVA was also used to
analyze the effects of tDCS in our mouse model of depression
[factor “treatment” (sham or tDCS) and factor “corticosterone”
(vehicle or CORT)| and on c-fos immunohistochemistry [factor
“treatment” (sham or tDCS) and factor *number of stimulation” (1
or 10)]. One-way ANOVA were used to determine the effects of
current intensity, duration on antidepressant-like behavior in the
forced-swim test. One-way repeated ANOVA was used to identify
the effect of tDCS when it was administrated in awaken mice. Un-
paired Student's t-test was used to assess statistical differences
between sham and cathodal stimulation. Any overall statistical
differences were further amalyzed using Fisher's post hoc test.
Statistical differences were set at p < 0.05.

Results
tDCS induces long-lasting antidepressant-like effect in the FST

Results of experiments 1 and 2 were combined to identify long-
lasting antidepressant-like behavior induced by a single session or
ten sessions (200 pA, 20 min) of tDCS in anaesthetized mice 3, 21
and 60 days after the last stimulation (Fig. 1 A). Two-way ANOVA
revealed significant main effects of a single session of tDCS
(Fi170)= 14.54: p < 0.001) and delay (Fi2.70) = 3.35; p = 0.0407). As
illustrated in Fig. 1B, only one session of tDCS is sufficient to induce
a significant decreased of immobility duration 3 days after the
stimulation compared to sham (p < 0.001 ). This antidepressant-like
effect of tDCS is maintained at least 21 days after the stimulation
(p = 0.025) but disappeared 60 days after the session of tDCS
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Fig. 1. Long-lasting antidepressant-like effects of 1 or 10 sessions of tDCS, (A} Exper-
imental design. Histograms illustrate the immobility duration in the FST 3, 21 and 60
days after the last stimulation in sham animals and in animals submitted to a single
session (B} or ten sessions (C) of active tDCS (n = 9 to 10, see Table 1), Data represent
mean £ S.EM, *p < 005 *'p < 0.01 and ***p < 0.001 compared o sham at each time
point

(p = 0319). A two-way ANOVA also revealed a significant main
effect of 10 sessions of tDCS (F1.71) = 21.48; p < 0.001) and delay
(Fa71) = 832; p < 0.001). A secondary analysis showed that 10
sessions of tDCS induce a significant and long-lasting decreased in
the time of immobility 3 days (p = 0.049), 21 days (p = 0.002) and
until 60 days {p = 0.007) after the last stimulation compared to
sham animals (Fig. 1C),

MNote that the immobility time of the sham group (10 stimula-
tions) at 3 days is significantly different from those at 21 and 60
days (p = 0.003 and p = 0.001, respectively). This effect is not
persistent, and probably due to mice handling during the week of
stimulations.

Which parameter of stimulation for an optimal behavioral effect?

Considering that a single session of (DCS induced
antidepressant-like behavior 3 days post-stimulation, we used this
stimulation protocol to assess the influence of stimulation

parameters modulation (i e. duration, intensity, polarity, contention
or anesthesia) on this effect.

Concerning the intensity, one-way ANOVA revealed a significant
main effect of treatment {F335) = 2.89; p = 0.048). As previously
shown, one session (duration 20 min) of 200 pA tDCS induced a
significant decrease of the immobility duration 3 days after the
stimulation compare to sham (p = 0.017, Fig. 2A). However, 25 pA
(p = 099) and 100 pA (p = 027) tDCS failed to induce
antidepressant-like behavior in stimulated mice.

For the duration of stimulation, one-way ANOVA revealed a
significant main effect of treatment (Fi3.34) = 3.29; p = 0.032). As
previously shown, one session (200 pA) of 20 min tDCS induced a
significant decrease of the immobility time 3 days after the stim-
ulation compared to sham (p = 0.037, Fig. 2B). I a session of 10 min
of tDCS failed to induce antidepressant-like effect (p = 0.52), a
session of 3 min induced a significant decrease of time immobility
compared to sham (p = 0.009).

Concerning the polarity, a single cathodal stimulation over the
left prefrontal cortex failed to induce behavioral response in the FST
3 days post-stimulation {p = 0.34, Fig. 2C).

Considering that a previous study in our team |8| reported an
antidepressant-like effect of 10 sessions of tDCS in awaken mice 21
days after the last stimulation, the present study assessed the effect
of asingle tDCS session in awaken mice 3 days after the stimulation.
MNote that we have previously demonstrated (Fig. 1B) that a single
tDCS session in anaesthetized mice was able to induce
antidepressant-like behaviors in the FST 3 days after the stimula-
tion, One-way repeated ANOVA revealed that tDCS had a trend
toward a decreased immobility time in the FST in awaken mice
(F117) = 3.68; p = 0.071). A secondary analysis confirmed that a
single tDCS stimulation failed to induce antidepressant-like effect 3
days(p = 0.18) or 21 days (p = 0.14) after the stimulation in awaken
mice (Fig. 2D).

tDCS reduces depressive-like behavior in a mouse model of
depression

Our results highlighted that repeated anedal stimulation at
200 pA during 20 min could produce robust and long-lasting
behavioral effect in naive mice in the forced-swim test. To com-
plete, we aimed to evaluate the antidepressant-like effect of tDCS in
a mouse model of depression. Mice were exposed to chronic low
dose of corticosterone before chronic tDCS sessions. A two-way
ANOVA revealed a significant interaction between treatment
(sham vs active) and chronic corticosterone exposure (vehicle vs
CORT) (Fyy,31) = 4.25; p = 0.047). A secondary analysis showed that
chronic corticosterone administration increased the time of
immobility in the forced-swim test (p = 0.022), an effect which is
reversed by repeated session of tDCS (p < 0.001) (Fig. 2E).

Note that there are strain differences concerning the behavioral
effect of tDCS. Indeed, if one or ten sessions of tDCS decreased the
time immobility in the FST for naive swiss mice [Fiz. 1), repeated
tDCS did not induce changes in time immobility for naive C57bl/6
mice (p = 0.69, Fig. 2E). This is not surprising since numerous
studies described the large variability of emotionality among
inbred mice [26,27] and in the response of different inbred mouse
strains in various paradigms such as forced-swim test or UCMS
[28—31].

tDCS antidepressant effect is associated with neuronal activation

c-fos immunostaining was used to assess early neuronal acti-
vation, 1 h after the last stimulation. Firstly, a two-way ANOVA
showed that there was no significant difference in the number of c-
fos labeling cells after a single stimulation within the two
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Fig. 2. Which parameters could modify the antidepressant-like effects of tDCS? Histograms illustrate immobility time in the FST in sham and in animals submitted to a single
session of active tDCS with variation of current intensity {A), stimulation duration (B), polarity (C) and vigilance state (D). The antidepressant-like effect of repeated tDCS was also
demonstrated in mice chronically exposed to corticosterone, a validated model of depression (E). Data represent mean = SEM. *p < 005 and **p < 0.01 compared to sham.

hemispheres of motor cortex M1 and M2 [for the factor hemi-
sphere, p = 091 and p = 0.99 respectively, data not shown] or CAl
area of the dorsal hippocampus | for the factor hemisphere, p = 0,67,
data not shown].

First, in the prefrontal cortex, two-way ANOVA showed a sig-
nificant interaction between treatment (sham vs active) and
number of stimulation (1 vs 10) in the infralimbic prefrontal cortex
(IL, Fr1.15y=6.38, p = 0.023) and the prelimbic prefrontal cortex (PL,
Fii.45y = 759, p = 0.015). A single active stimulation significantly
increased the number of c-fos positive cells compared to sham in
the [L{p = 0.029) and PL (p = 0.022) whereas 10 stimulations had
no significant effect (p = 0.27 and p = 0.24 respectively; Fig. 3B). In
the cingulate cortex, tDCS had a trend toward an increase in c-fos
expression {(number of stimulation*treatment interaction,
p = 0.081, Fig. 3B). Secondary analysis revealed that single active
stimulation significantly increased the number of c-fos positive
cells compared to sham{p = 0.049) whereas 10 stimulations had no
significant effect (p = 0.70).

In the dorsal hippocampus, a significant interaction between
treatment and number of stimulation was also shown in the 3
zones tested: CA1 (F117; = 9.79, p = 0.0065), CA3 (Fi117) = 13.24,
p = 0.0022) and the dentate gyrus (DG} (F; 1,17y = 31.72, p < 0.0001;

Fig, 3C). A single active stimulation significantly increased the
number of c-fos positive cells compared to sham in CAl
(p = 0.0077), CA3 (p = 0.0055) and DG (p < 0.0001) whereas 10
stimulations had no significant effect (CAl, p = 0.4995; CA3,
p = 0.8704: DG, p = 0.2971) (Fig. 3C).

Similarly, in the NAcc Shell, a two-way ANOVA revealed a sig-
nificant interaction of both factors (Fiy15) = 634, p = 0.0228). A
secondary analysis showed that tDCS induced an overexpression of
c-fos compared to sham after one stimulation {p = 0.0169; Fig. 3C)
but not after 10 stimulations (p = 0.593).

A significant interaction between treatment and the number of
stimulation was also found in the paraventricular thalamic nu-
cleus (Fq 15, = 9.78, p = 0.0069). The number of c-fos expressing
neurons was especially increased after a single stimulation
{p = 0.0019) but not after 10 stimulations (p = 0.50; Fig. 2C).

tDCS had a trend toward increasing c-fos expression in the
paraventricular hypothalamic nucleus depending of the number
of stimulations (F 115 = 343, p = 0.083, data not shown). Sec-
ondary analysis revealed that single active stimulation significantly
increased the number of c-fos positive cells compared to sham
(p = 0.045) whereas 10 stimulations had no significant effect
(p = 0.68, Fig. 3C).
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Finally, in the ventral tegmental area (VTA), a significant inter-
action of both factors was observed (F;y 5, = 6.83, p = 0.0188). Post-
hoc tests revealed that tDCS increased c-fos expression after one
stimulation in comparison with sham (p = 0.0005) but not after 10
stimulations (p = 0.165; Fig. 3C).

Conversely, one or ten sessions of tDCS did not induce changes
in the number of c-fos positive neurons in the ventral hippo-
campus, the NAcc Core and in the M1 and M2 motor cortex
(Fig. 3B and ).

Discussion

The first goal of this study was to assess the modulation of the
antidepressant effect of tDCS induced by the modification of
stimulation parameters. Our results showed that the number of
stimulations, the current intensity and polarity, the duration and
the vigilance state during stimulation influenced the behavioral
effect of tDCS, assessed here with the forced-swim test,

First, the number of stimulation, i.e. the repetition of stimulation
sessions, plays an important role on the duration of the behavioral
effect. Indeed, a single stimulation (20 min, 200 pA) was able to
decrease the immobility duration in the FST 3 and 21 days after the
stimulation but not after 60 days. Ten stimulations equally induced
an antidepressant effect which lasted at least 60 days. Numerous

studies reported that acute administration of pharmacological an-
tidepressants decreased immobility time in the forced-swim testin
healthy mice, interpreted as a decrease of behavioral despair
[31-33]. However, if it was demonstrated that chronic pretreat-
ment with antidepressant compounds has antidepressant-like ef-
fect in this test [34], to our knowledge, no study focused on the
long-term effect of a single or repeated administration of antide-
pressant agents, Most clinical studies focusing on the treatment of
depression used repeated tDCS sessions, with a various number of
stimulations (5—20) (for review see Refs. |3536]). Mostly, the
depression severity is decreased by a repeated tDCS treatment and
several treated patients reached remission even if some studies
have yielded less encouraging results { for review see Ref. [36]). Our
findings as well as clinical results [37,38] demonstrated that the
repetition of stimulation was not necessary to obtain acute effect
but is needed for a long-term antidepressant effect. In our study,
the antidepressant-like effect of tDCS was maintained at least 60
days. In clinical studies, the tDCS effect could be observed until at
least 1 month, but only few studies have a long term follow up. In
their large clinical research, Brunoni et al. and Valiengo et al
|39.40| showed that the mean tDCS response duration was 11.7
weeks with maintenance sessions. This is of particular interest for
the prevention of relapse, one of the major concerns in depression
treatment, and raises questions about the need of maintenance
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sessions of tDCS. A recent study performed on this topic [41]
demonstrated that continuation tDCS given weekly in the first 3
months of the study led to a lower relapse rate (16.3%) than
continuation tDCS given fortnightly (48.9%) in the 3 following
months. Since no control group, without continuation tDCS, was
included in this study, these results needed to be completed.

Concerning the intensity of stimulation, we demonstrated thata
single tDCS stimulation had no effect at 25 pA and 100 pA whereas
it elicited antidepressant-like outcomes at 200 pA. The intensity of
tDCS stimulation is a strong issue, particularly when comparing
preclinical and clinical data. Indeed, rodents are usually stimulated
at 200 pA whereas 2 mA is the recommended intensity in humans
|35]. Both are low intensities but the question of the exact current
received by the brain tissue remains. In the literature, authors
usually mention the current density as an important parameter. If
we consider it, the mouse brain received a 100 time higher density
of current than humans (57.1 vs 0.57 Mmz for clinical trials). The
size of the stimulated area could then be strongly increased and,
consequently, its cellular and behavioral effects modified. However,
our results concerning c-fos labeling demonstrated that, even at
this high density, tDCS activated only specific region within the
brain and not the owverall structure.

The duration of stimulation also influenced the antidepressant-
like effect of tDCS. The immobility duration in the FST was signif-
icantly decreased by a 3 min and a 20 min tDCS stimulation
whereas a 10 min did not produce any effect. According to re-
searches that focused on the systematic assessment of the effect of
tDCS on excitability |42 |, we expected a linear dose-effect response,
However recent data demonstrated that the relationship between
tDCS parameters and the measured effects was not as linear as we
thought. Indeed, in 2013, Batsikadze et al. [43] showed a dose-
response effect of intensity on motor evoked potential (MEP)
amplitude following an anodal stimulation whereas various in-
tensities inverted the effects of a cathodal stimulation. In the same
way, Karuza et al. (2016) {44 | highlighted opposite effects of either
cathodal or anodal stimulation on cognitive performances accord-
ing to intensity.

As might be presumed |14,16], we highlighted that cathodal
stimulation had no antidepressant-like effect in the FST. We also
demonstrated that a single session of tDCS failed to induce signif-
icant results in awaken and restraint mice. A single session of tDCS
is probably not sufficient to induce robust antidepressant-like ef-
fect in stressed mice, as it was shown in a previous study |8 | where
several stimulations were needed to observe the behavioral effect
of tDCS in restraint mice.

Moreover, in order to pursue our behavioral assessment of the
effects of tDCS, investigations had to be done in a mouse model of
depression. Here we confirmed that chronic tDCS stimulation
alleviated depressive-like symptoms in the corticosterone model.
If, a former research had already demonstrated that tDCS normal-
ized depressive-like behaviors associated with chronic nicotine
exposure |8], our research is the first one to show this ability in a
mouse model of depression. This is of particular interest for further
researches and their clinical impact,

Here we highlighted that different stimulation parameters
were associated with different behavioral effects. It appeared that
the stimulation protocol that was able to produce the most robust
effect was the anodal stimulation at 200 pA during 20 min. This
protocol was then used in the second part of the present study
which focused on c-fos expression in several mice brain structures
to determine structures recruited by 1 or 10 tDCS sessions and
possibly involved in its antidepressant effect. We demonstrated
that a single tDCS stimulation over the frontal cortex of anaes-
thetized mice induced c-fos over expression, testifying a neuronal
activation, in the prefrontal cortex, the dorsal hippocampus, the

VTA and the paraventricular thalamic nucleus. To our knowledge,
only one in vivo study have analyzed c-fos expression after
transcranial electric anodal stimulation over the sensori-motor
cortex of rodents [24] and these authors equally showed a
massive overexpression of c-fos immunoreactivity in the
neocortex, the cingulate and piriform cortex, the hippocampus and
the amygdala.

The important finding of our study is that a single tDCS stimu-
lation of the mice frontal cortex enhanced the expression of c-fos in
the ventromedial prefrontal cortex (vmPFC, ie. IL and PL PEC), its
associated subcortical limbic circuitry and the reward circuitry. The
vmPFC in rodent is considered as the equivalent of the human
subgenual prefrontal cortex [45] which is thought to be implicated
in emotional regulation and depression |46—48]| and in the anti-
depressant response induced by several pharmacological and non-
pharmacological therapies (ie. ECT, rTMS) [49—52]. In rodent, the
vmPFC has been shown to affect behaviors such as conditioned fear,
anxiety and stress [53] and to be implicated in the behavioral
response to antidepressants. For example, desipramine, fluoxetine
and ketamine induced a significant overexpression of c-fos in the
rat vmPFC and its related limbic circuitry [46,54,55]. Furthermore,
some studies reported that vmPFC deep brain stimulation (DBS)
induced antidepressant-like effect in stimulated-rats in the FST
compared to sham |56,57] and that a neuronal or a glial lesion of
the vmPFC prevented this antidepressant response | 56].

Our results suggested that the reward circuitry may be involved
in the antidepressant-like effect of tDCS. The best characterized
reward pathway implicates VTA neurons which project to the nu-
cleus accumbens (NAcc) [58| and connect several regions of the
PFC, central and basolateral amygdala and hippocampus. In our
study, VTA neurons, as well as neurons of the dorsal hippocampus
and the NAcc shell, overexpressed c-fos in response to a single
stimulation. If these brain structures are involved in the regulation
of emotional and cognitive behaviors, their contribution to
depression remains unclear. However, some studies have demon-
strated metabolic and anatomical modifications of these structures
in depressed patients as well as their role in the response to stress
in rodents [ 58 |. Interestingly, a recent study evaluated the effect of
tDCS on the reward circuitry through assessing the impact of
repeated stimulations on cocaine-induced behaviors and gene
regulation in corticostriatal circuits implicated in psychostimulant
addiction [25]. Authors showed that repeated tDCS over the frontal
cortex of mice increased by itself expression of the transcription
factor Zif268 in the striatum, and te a lesser degree in the cortex,
three weeks after tDCS treatment.

Early in vitro studies and pharmacological studies in humans
have demonstrated that after-effects of anodal stimulation on
neuronal excitability are due to persistent changes of synaptic
efficacy similar to those underlying long-term potentiation (LTP)
process |16,24,59,60]. Interestingly, we reported that repeated
tDCS (10 sessions) failed to induce changes in c-fos expression in
the analyzed brain regions, Regarding behavioral overcomes of
repeated tDCS, i.e. longer maintenance of antidepressant-like ef-
fect compared to a single tDCS session, we could hypothesized
that the repetition of stimulation would act through maintaining
an elevated expression of c-fos, i.e. neural activation, that should,
in turn, maintain the activation of late response gene and induce
long term cellular and behavioral effects |61,62|. However, the
tenth stimulation did not induce the same effect on neuronal
activity as the first one. This highlighted that neurons respond
differently to the same stimulus if it is presented once or
repeatedly. We hypothesized that this effect could be due to
blunting of gene expression. Blunting refers to the finding that a
challenge given after repeated exposition to the same stimulus
produces attenuated (blunted) immediate early genes induction
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compared with induction by the first exposition. This effect might
be the result of epigenetic modifications |63 ] or other neuronal
changes produced by the repeated treatment [654]. The functional
consequences of blunted (transcription factor) gene inducibility
remain unclear, but as the integrity of neurons depends on
balanced regulation of gene expression to ensure that cellular
components with limited half-lives are replenished and cellular
plasticity is maintained, it can be assumed that gene blunting
modifies cell homeostasis/function. Such gene blunting thus
serves as a convenient marker to identify the brain areas/neurons
altered by a repeated treatment. Altogether, these results strongly
suggest that repeated tDCS induces long-term neuroplasticity in
specific areas of the brain.

Conclusion

tDCS induced long-lasting modulation of depressive-like
behavior in healthy mice and in a mouse model of depression.
This behavioral response was dependent of stimulation parameters,
both concerning the intensity and the duration of effects. Further-
more, the antidepressant-like effect of a single tDCS stimulation is
associated to both cortical and subcortical neuronal activation in
specific area, particularly in the vmPFC. The repetition of stimula-
tions likely involved long term modulation of neuronal processes
that must be further explored.
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2 RESULTATS COMPLEMENTAIRES CONCERNANT L’EFFET DE LA
TDCS SUR LES COMPORTEMENTS DE TYPE DEPRESSIFS INDUITS
PAR L’ADMINISTRATION CHRONIQUE DE CORT

Les résultats présentés dans cette partie viennent en complément de ceux présentés précédemment
sur les effets comportementaux de la tDCS dans le modéle CORT. Ces données ont été obtenues avec
le méme protocole que précédemment, cependant des tests comportementaux ont été ajoutés.

Le test de préférence au sucrose (SPT) et le Splash test (ST) sont réalisés chaque semaine afin de
rendre compte de I'évolution de I'état émotionnel de la souris et |'apparition de comportements de
type dépressifs pendant |'exposition a la CORT. Le test de nage forcée (FST) a été réalisé avant et
apres les 21 séances de tDCS.

SPT,ST SPT SPT,ST SPT,ST SPT.ST SPT.ST

chirurgie

Administration chronique de CORT-8 semaines

Figure 31 : protocole d’étude des effets comportementaux de la tDCS chez des souris exposées pendant 9
semaines a la corticostérone (CORT). Aprés 4 semaines d'exposition, une embase est positionnée sur le crane
des souris lors d'une chirurgie. Le test de préférence au sucrose (SPT) et le splash test (ST) sont réalisé
chaque semaine, sauf pendant les stimulations. Aprés un premier FST, les souris regoivent la tDCS a raison
d'une session par jour pendant 21 jours. Deux tests comportementaux sont également réalisés aprés les
sessions de tDCS (Splash test et test de la nage forcée) pour rendre compte de I'effet de la tDCS chez ces
souris pseudo-dépressive.

2.1 Effets comportementaux de I'administration chronique de CORT

Pendant les 6 premieres semaines d’administration de la CORT, le test de préférence au sucrose et le
Splash test ont été réalisés pour évaluer les éventuels changements comportementaux pendant la
phase d’induction de |'état pseudo-dépressif par la CORT. Le test de préférence au sucrose révele
une diminution du pourcentage de préférence au sucrose, donc un comportement anhédonique,
dans les deux groupes (Véhicule et CORT) dés la 3°™® semaine d’induction. Malheureusement, dans
cette phase précédant la tDCS, les animaux n’étant pas en cage individuelle, les biberons de sucrose
ont été proposés a chaque cage de 5 animaux (n=4), nous n’avons donc que 4 données pour chaque
temps de mesure, ce qui ne nous permet pas de réaliser de tests statistiques. (Figure 32).

L’ANOVA a mesures répétées avec les données obtenues avec le splash test montre un effet de

I'administration de CORT [Véhicule vs CORT) (F(1,36=11.90; p<0.01)] et un effet du temps
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(F(3,108)=33.30; p<0.001) (Figure 33)]. Ce test révele une diminution du temps passé a se toiletter
apres pulvérisation d'une solution visqueuse sur le pelage dorsal des souris du groupe de CORT dés la
premiere semaine d’administration comparé au souris du groupe véhicule. Ce résultat suggere que
les souris exposées a la CORT ont moins de motivation pour se toiletter et donc pour les

comportements autocentrés.

Test de préférence au sucrose

Préférence au sucrose (%)
>
H

Semaine
=o—\¢éhicule —@=CORT
Figure 32: préférence au sucrose (exprimée en pourcentage de sucrose consommé par rapport a la

consommation totale de boisson) au cours des 6 premiéres semaines d’administration de corticostérone
(CORT) ou de véhicule (eau de boisson). Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne  S.E.M.
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Figure 33 : temps de toilettage (sec.) dans le Splash test au cours des 6 premiéres semaines d’administration

de corticostérone (CORT) ou de véhicule (eau de boisson). Les valeurs sont présentées sous forme de
moyenne  S.E.M. (**p<0.01)
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On peut observer une importante diminution de la préférence au sucrose et du temps de toilettage
aprés la 3°™ semaine. Ceci est sans doute d{ a l'isolement des souris qui sont séparées aprés la
chirurgie afin qu’elles ne s’arrachent pas mutuellement leurs embases.

L'état émotionnel des souris soumises a 6 semaines d’exposition a la CORT a ensuite été testé dans le
test de nage forcée avant de recevoir les sessions de tDCS. Les souris du groupe CORT montrent les
comportements pseudo-dépressifs dans le test de nage forcée. En effet, notre résultat réveéle une
augmentation de la durée d'immobilité dans le FST(tze=-2.71; p<0.05; Figure 34), suggérant une

hausse des comportements de résignation.

Test de la nage forcée avant tDCS

150 *

100 A

50 A

Temps d'immobilité (s)

Figure 34 : Temps d’immobilité dans le test de nage forcée aprés aprés 6 semaines d’administration de
coticostérone (CORT) ou de véhicule (eau de boisson). Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne +
S.E.M. (*p<0.05)

2.2 Effets comportementaux de la tDCS dans le modele CORT.

Le résultat majeur est le résultat présent dans l|'article présenté précédemment, a savoir une
augmentation du temps d'immobilité dans le FST, donc un état pseudo-déprimé, chez les souris
exposées de facon chronique a la CORT, altération comportementale normalisée par la tDCS.

Le splash test a également été réalisé pour caractériser les effets de la tDCS dans ce modeéle de
dépression. Une ANOVA a deux facteurs (facteur administration [Véhicule vs CORT] et facteur
stimulation [Sham vs tDCS]) sur les données obtenues dans le Splash test révele un effet du facteur «

stimulation » (F(1,32=7.02; p<0.05). L’analyse secondaire indique que 21 séances de tDCS augmentent
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le temps de toilettage pour le groupe de Véhicule (p<0.05; Figure 35) mais pas pour les souris
exposées de facon chronique a la CORT.
Donc la tDCS augmente la motivation pour le toilettage et les comportements autocentrés chez les

souris non déprimées.

120~ *

100~

Temps de toilettage (s)

Figure 35 : Temps de toilettage (sec.) dans le splash test aprés 21 séances de tDCS. CORT : souris exposées
chroniquement a la corticosterone, véhicule : souris n’ayant pas regu de corticosterone, tDCS : souris ayant
été traité par tDCS, sham : souris non traitée par tDCS. Les valeurs sont présentées sous forme de moyennes
+ SEM.(*p<0.05)
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3 EFFET DE LA TDCS SUR LES COMPORTEMENTS DE RESIGNATION
INDUITS PAR L'INJECTION DE LIPOPOLYSACCHARIDE (LPS) ;
PREMIERS PAS VERS L'IMPLICATION DES PROCESSUS
INFLAMMATOIRES.

L'injection de lipopolysaccharides (LPS, endotoxine) provoque l|'apparition de comportements
maladifs (ralentissement moteur, anhédonie) induits par une forte réponse inflammatoire et donc la
sécrétion massive de cytokines pro-inflammatoires. La présence de certaines de ces cytokines va
favoriser la production de kynurénine par rapport a la sérotonine, ce qui va conduire a I'apparition de
comportements de type dépressif chez le rongeur. Le but de cette expérimentation est donc
d'identifier les effets de la tDCS dans un modéle de dépression directement lié a l'inflammation.

Les souris ont regu, 3 semaines aprés 10 sessions de stimulation par tDCS (2 par jour pendant 5
jours), une injection de LPS. Un test de locomotion (23h post-injection) et un test de nage forcée (26h

post injection) ont été réalisés.

LPS

chirurgie 1

. tDCS-10 stim | | | I

A 4

Figure 36 : Protocole d’étude des effets comportementaux de la tDCS dans le modeéle LPS. Les souris sont
stimulées par tDCS (2 stimulation/jour, 5 jours consécutifs) une semaine aprés la chirurgie. 3 semaines aprés
la fin des stimulations, une injection de LPS est réalisée. L’activité locomotrice (LMA) et le temps
d’immobilité dans le test de nage forcée sont mesurés respectivement 23h et 26h apres I'injection de LPS.

Concernant la mesure de I'activité locomotrice de I'animal dans I'Open-field, une Anova a 2 facteurs
révele un effet de I'injection de LPS sur I'activité locomotrice globale (F1,35= 98.97 ; p < 0.001). En
effet, 'analyse post hoc montre une différence significative entre le groupe Véhicule + Sham vs LPS +
Sham (p<0.001) et Véhicule + tDCS vs LPS + tDCS (p<0.001). Les souris ayant recu une injection de LPS
ont donc une activité locomotrice deux fois moindre que celles ayant eu I'injection du véhicule (voir
Figure 37a).

L'Anova a 2 facteurs des comportements de type anxieux dans |'Open-field montre un effet
d’interaction du facteur « stimulation » (Sham vs tDCS) et du facteur « administration » (Véhicule vs

LPS) (F(1,35= 4.64 ; p < 0.05). L’analyse post hoc révele une diminution significative du temps passé au
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centre du dispositif par les souris du groupe LPS + Sham comparativement aux souris du groupe
Véhicule + Sham (p< 0.05). Le LPS a donc un effet anxiogéne. La tDCS peut reverser I'effet de LPS
puisqu'on observe une augmentation du temps passé au centre par les souris du groupe LPS+tDCS
comparé aux souris du groupe LPS+sham (p<0.05 ; Figure 37b), donc un effet anxiolytique de la tDCS.
Les résultats concernant I'évaluation des comportements de résignation dans le FST montrent que
I'injection de LPS induit un comportement de type dépressif dans ce test. L'ANOVA a 2 facteurs
(facteur administration [Véhicule vs LPS] et facteur stimulation [Sham vs tDCS]) montre un effet du
facteur « administration » (F(135=11.7; p<0.01). L’analyse en post-hoc de Fisher montre une
augmentation le temps d’immobilité dans le groupe LPS + Sham par rapport au groupe Véhicule +
tDCS (p<0.05), suggérant un effet dépressiogene de l'injection de LPS. Par ailleurs, la tDCS montre
une tendance a diminuer le temps d’'immobilité dans le groupe de LPS (p=0.08), donc un potentiel

effet antidépresseur (Figure 37c).
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Figure 37 : Effet de la tDCS sur les comportements de type anxio-dépressif dans le modele LPS. (a) activité
locomotrice mesurée par le nombre de zones de I'open field traversées, (b) comportement de type anxieux
mesuré par le temps passé au centre de I'open field et (c) le temps d’immobilité dans le FST. Les valeurs sont
présentées sous forme de moyennes + SEM (***p<0.001, $ et*p<0.05).

En résumé, une injection de LPS induit des comportements associés a la dépression dans le test de la
nage forcée. De plus, la tDCS permet de renverser 'effet dépressiogéne du LPS, indiquant une

possible modulation des processus inflammatoires par la tDCS.
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4 PUBLICATION 2:

TDCS

NORMALIZED

DEPRESSIVE-LIKE

BEHAVIORS AND INFLAMMATORY MODULATIONS INDUCED BY

UNPREDICTABLE CHRONIC MILD STRESS IN MICE.

Afin de mieux comprendre les effets de la tDCS et d'identifier les potentielles modulations de la

réponse inflammatoire par la tDCS, nous avons mis en place le modele de stress chroniques

imprédictibles (UCMS) au laboratoire. Les souris sont exposées a différents stress de faible intensité

(Tableau 3) de facon imprédictible et aléatoire pendant 9 semaines. Les souris, parallelement a la

poursuite des stress, regoivent 1 stimulation tDCS par jour pendant 10 jours (du lundi au vendredi

pendant 2 semaines). L'état de la fourrure est évalué chaque semaine, comme le poids, afin de

rendre compte de I'évolution de I'état émotionnel de la souris. Des tests comportementaux

additionnels (Splash test, préférence au sucrose, NSF, FST) sont réalisés 3 semaines apres la derniére

stimulation. Parallelement a cette évaluation de I'état anxio-dépressif de la souris, des prélevements

sanguins sont réalisés en début d'expérimentation, avant le début des stimulations, immédiatement

et apres 3 semaines de stimulation. De méme, les rates et cerveaux de chaque souris sont prélevés a

la fin de I'expérimentation afin d'explorer I'impact de la procédure de stress chronique puis de la

tDCS sur les marqueurs de l'inflammation.

Coat state,
poids

chirurgie

tDCS- 10 stim

FST, SPT,

ST, NSF

r Prélévement du cerveau de la rate

UCMS

Figure 38 : Protocole d’étude des effets comportementaux de la tDCS chez le modéle murin de stress
chronique imprédictible (UCMS). Les stress chroniques sont réalisés pendant 9 semaines. Les animaux sont
stimulés aprés 4 semaines a raison de 10 séances de stimulation de 20 min a 200pA. Un test de I'état du
pelage et une pesée de I'animal (fleche jaune) sont réalisés chaque semaine. L’évaluation des
comportements de type anxio-dépressif se fait 3 semaines aprés la fin des stimulations par le test de I'état
du pelage (CT-coat state), test de préférence au sucrose (SPT), splash test (ST), test d’hypophagie induit par
la nouveauté (NSF) et test de nage forcée (FST). A la fin de la manipulation les rates et les cerveaux des souris

sont prélevées pour analyse des marqueurs pro-inflammatoire.

Résultats :

e Altération comportementales et physiologiques des souris soumises a la procédure d’UCMS

Les souris soumises a la procédure d’'UCMS montrent une altération significative des scores obtenus

aux test du coat state, au NSF et au FST. L'état du pelage se dégrade significativement chez ces

animaux a partir de la 3°™ semaine, cette dégradation persiste jusqu’a la fin de I'expérimentation.

L’'UCMS augmente significativement la latence de premiére ingestion dans le test NSF, caractéristique

d’un comportement de type anxieux. Enfin le temps d’'immobilité est significativement augmenté
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aprés 9 semaines d’UCMS. Le score d’émotionalité, construit par la méthode du z-score en
combinant les données issues du FST, du NSF et du splash test, est également significativement
augmenté chez les souris stressées.

D’un point de vue inflammatoire, les souris soumises a la procédure d’UCMS présentent une
augmentation significative du nombre de cellules dans la rate, de lymphocytes T régulateurs et de
lymphocytes Thil, ainsi que les pourcentages de cellules dendritiques plasmacytoides, de cellules

dendritiques conventionnelles et de macrophages.

o [Effet de la tDCS sur les altérations induites par I'UCMS

Les altérations induites par 'UCMS dans le NSF et le coat state ne sont pas réversées par la tDCS. En
revanche, la tDCS induit une augmentation significative du temps de Iéchage dans le splash test
comparativement aux autres groupes. De plus, le temps d'immobilité dans le FST est
significativement diminué dans le groupe UCMS-tDCS comparativement au groupe UCMS, il est alors
comparable au temps d’'immobilité observé dans les groupes non stressés. Ces deux résultats vont
dans le sens d’un effet antidépresseur de la tDCS chez les animaux soumis a 'UCMS, effet confirmé
par la diminution significative du z-score dans le groupe UCMS-tDCS par rapport au groupe UCMS
non stimulé.

Toutes les modifications immunitaires induites par la procédure d’'UCMS décrites précédemment

sont normalisées par la tDCS, a I'exception du pourcentage de cellules dendritiques conventionnelles.

Conclusion:

Le premier résultat majeur de ce travail est la démonstration de I'effet antidépresseur de la tDCS
dans le modéle UCMS. Le modele UCMS est un modele de dépression présentant 'une des plus
grandes validités et il a été largement utilisé pour montrer I'effet thérapeutique des antidépresseurs.
Nos résultats nous permettent donc d’argumenter a nouveau en faveur du potentiel thérapeutique
de la tDCS. Ce résultat nous permet également de « valider » le dispositif tDCS que nous utilisons
chez I'animal puisqu’il semble induire des modifications comportementales assez constantes dans les
différents modéles.

Le second résultat majeur réside dans la démonstration que I'effet comportemental de la tDCS est
accompagné d’'une modification des processus inflammatoires. En effet I'effet pro-inflammatoire de
la procédure d’'UCMS est réversé, en partie, par le traitement par tDCS. Cette observation met en
évidence un nouveau mécanisme d’action de la tDCS, peu connu jusqu’alors, et démontre toute la

complexité de cette technique mais également toute I'étendue de son champ d’action.
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ABTRACT

There is an urgent need for new hypotheses concerning the physiopathology of depression and
alternative strategies such as transcranial stimulations. Here we proposd to further investigate the
effects of tDCS and to identify the possible inflammatory processes induced by this nervous
modulation technique in the UCMS model of depression in mice.

Balb/c mice were submitted to the UCMS procedure or the enriched environment during 9 weeks,
and were treated by 10 sessions of active or sham tDCS. Depressive-like and anxiety-like behaviors
were assessed during and after the procedures. Additionally, mice spleens were removed at the end
of the experiment to quantify the expression and activation of the different inflammatory cell types.
Our results showed that (i) the UCMS procedure induced behavioral alterations in the coat state test,
the novelty suppressed feeding and the forced swim test, as well as inflammatory modifications (i.e.
upregulation of dendritic cells and T cells (Treg and th1)); (ii) tDCS was able to reverse both these
behavioral and inflammatory modifications.

These data supports the inflammatory hypothesis of depression and brings new insight in the

physiological modulations induced by tDCS.
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INTRODUCTION

Available pharmacological treatments for major depression remain unsatisfactory because of
their delayed onset of action and their partial therapeutic efficacy. Therefore, there is an urgent need
for new hypothesis concerning the pathophysiology of depression and alternative therapeutic
strategies for treatment-resistant patients. An increasing number of studies suggest that depression
is associated with the activation of the inflammatory immune system (1,2). More precisely, clinical
studies reported that many depressed patients were found to have increased C-reactive protein
(CRP) and elevated levels of several pro-inflammatory cytokines such as tumor necrosis factor
(TNFa), interleukin-6 (IL-6), IL-10 and IL-1f3 in their peripheral blood and cerebrospinal fluid (3-7). A
recent study demonstrated that old depressed patients displayed a higher plasma concentration of
several immune markers using multiplex assay (8). Furthermore, antidepressant treatments have
been found to have anti-inflammatory effects in depressed patients (9) by promoting anti-
inflammatory cytokine IL-10 (10,11). Peripheral administration of inflammatory cytokines to non-
depressed patients (e.g. immunotherapy) induces depressive symptoms (12-14) as well as anti-
inflammatory drugs have been shown to reduce depressive symptoms in patients with medical illness
(e.g. cancer) or depressive disorder (15-17). Finally, inflammatory markers have been recently
associated with antidepressant treatment non-responsiveness since a large part of patients suffering
from resistant depression exhibited high CRP levels (18-21).

The relation between inflammation and depression suggested by these findings has also been
supported by studies in rodents. Mice submitted to social stress exhibited an increase in cytokines
and corticosterone levels in peripheral blood (22—-24). Moreover, in the lipopolysaccharide model of
depression, antidepressant treatments have been found to have anti-inflammatory effects
characterized by a decrease in TNFa and IL-13 blood levels (25,26). Few studies have shown that
chronic mild stress (CMS) procedure, a well validated rodent model of depression which mimic
physical, behavioral, biochemical and physiological aspect of depressive-like symptoms in mice
(27,28) , enhanced pro-inflammatory cytokines levels (e.g. TNFa, IL1[3) in blood plasma and CSF and
activated NLRP3 inflammasome (29-33). Interestingly, authors also reported antidepressant efficacy
of several anti-inflammatory compounds in this rodent model of depression (29,30,34). Finally, the
blockade of NLRP3 inflammasome reversed stress-induced increase of IL-1B in the brain and
peripheral blood, and suppress depressive-like behavior in mice (32).

To enhance the therapeutic care of depression, new hypothesis are essential but had to be
completed by novel approaches. In this context, several researches focused on alternative
therapeutic strategies for treatment-resistant depressed patients such as transcranial direct current

stimulation (tDCS). This non-invasive brain neuromodulation modality seems to be effective in major
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depression (35,36). However, if tDCS could alleviates symptoms in depressed patients through
anodal stimulation over the left dorsolateral prefrontal cortex (37-41), several data reported a
modest clinical efficacy (for review, (42)) and this could be explained by the lack of information
concerning tDCS mechanisms of action. tDCS is known to induce non-synaptic and synaptic
modulations (43) but more animal studies are needed. We have already shown that tDCS was able to
induce long-lasting antidepressant-like effects in naive and CORT (chronic administration of
corticosterone) mice (44,45). Here, we aimed to (i) confirm the antidepressant-like effect of tDCS in
another depression model, the UCMS (unpredictable chronic mild stress), (ii) assess inflammatory
modulations in this model of depression to test the inflammatory hypothesis and (iii) determine if

tDCS-induced behavioral modulation were supported by inflammatory modifications.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
1. Animals

Forty male BALB/c mice weighting 25-30 g at their arrival (Janvier, Laval, France) were kept under
standard laboratory conditions (12:12 hour light/dark cycle) with food and water available ad libitum.
Because of the surgery (jack's fixation), stimulated and control mice were housed individually. All
procedures met the NIH guidelines for the care and use of laboratory animals and were approved by

the University of Franche-Comté Animal Care and Use Committee.

2. UCMS
Our procedure, adapted from Belzung et al (33,46) (Nollet et al. 2013; Farooq et al. 2012a), is a

variation of chronic stress procedure described in rats by Willner et al (27) as a naturalistic rodent
model of depression. This protocol consisted in the chronic exposure of mice to various randomly
scheduled, low-intensity social and environmental stressors (e.g. tilting cage, wet sawdust, predator
sounds and restrain stress). The application of different stressors was randomized each week to
maximize the degree of unpredictability. Twenty mice were subjected to UCMS (UCMS group) and
twenty other mice were kept under control conditions (control group - no stressors, one mouse per

cage).

3. Surgery and stimulation

A tubular plastic jack (internal diameter: 2.1 mm) was surgically fixed onto the skull one week before
the stimulation protocol. Animals were anesthetized with ketamine hydrochloride/xylazine (80mg/kg
and 12mg/kg respectively; i.p.) and placed in a stereotaxic apparatus. The center of the plastic jack

was positioned over the left frontal cortex [+1 mm antero-posterior and 1 mm left to the bregma,
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according to Paxinos and Watson (47)] and fixed with glass ionomer cement (GC Corporation). The
jack was filled with saline solution (NaCl 0.9%) before the stimulation to establish a contact area of
3.5 mm? toward the skull. The stimulation electrode (anode, DIXI Microtechniques, Besancon,
France) was screwed into the tubular jack. A larger conventional rubberplate electrode (cathode, 4
cm?; Physiomed Elektromedizin AG, Schnaittach, Germany) served as the counter electrode and was
placed onto the ventral thorax using a jacket. Animals were under light anesthesia with isoflurane
during the tDCS protocol. Mice received 10 stimulations (1 stimulation per day for ten days). An
anodal 20 min constant current of 0.2 mA was applied transcranially over the frontal cortex (adapted
from (44,45) using a DC-stimulator Plus (NeuroConn, linemau, Germany). Sham animals were
subjected to the same procedures (surgery, anesthesia), but current was not delivered. Experimental
groups were then constituted as follow: UCMS/sham (n=10), UCMS/tDCS (n=10), control/sham (n=9),
control/tDCS (n=10).
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ucms ( Unpredictable chronic mild stress procedure |
| tDG5 orsham | '
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Figure 1. (A) A 9-week UCMS procedure was conducted. Transcranial direct current stimulation (tDCS) was
done the fourth and fifth week (1 stim/day for 10 days) on half of UCMS and control mice. Experimental groups
were constituted as follow: UCMS/sham, UCMS/tDCS, control/sham, control/tDCS. Each group consisted of 9—
10 mice. Fur state was assessed every week and several behavioral tests (splash test, NSF, FST) were conducted
during the last week of UCMS procedure. At the end of the protocol, blood and spleen collection was
performed (B) A tubular plastic jack is surgically fixed onto the skull over the left frontal cortex and filled with
saline solution before the stimulation. The stimulation electrode (anode) is screwed into the tubular plastic jack
and dip in the saline solution (45).

4. Behavioral tests
Coat state

The coat state is a function of grooming and was used as a weekly measure of the animal’s
motivation toward self-directed behaviors. The total score given for coat state was obtained by
attributing a score of 0 (smooth and shiny fur) to 1 (dirty fur) from six body part (neck, back,
abdomen, tail forepaws and hind paws). Intermediate scores are possible. The coat state of each

mouse was evaluated every Monday morning during 9 weeks.
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To determine the behavioral effect of UCMS procedure and tDCS, three behavioral tests were
performed during the 9" week of UCMS, 3 weeks after the last stimulation: the splash test, the
novelty-suppressed feeding test and the forced-swim test.

Splash test

The splash test is a quantitative measure of spontaneous grooming behavior. A high viscosity 10%
sucrose solution was sprayed on the back of the mouse. Mouse returned in its homecage and the
latency to initiate the first grooming behavior as well as the duration of grooming over 5 min period

was quantified.

Novelty-suppressed feeding test

The latency to begin eating a pellet of food in a frightening environment is considered as a measure
of anxio/depressive-like behavior. Animals were food-deprived for 24h prior to behavioral testing.
Mice were individually placed in a brightly illuminated plastic box (50 cm x40 cm x 20 cm) covered
with wooden bedding. A single food pellet (regular chow) was placed on a white paper platform
positioned in the center of the arena. The latency to eat (defined as the mouse sitting on its
haunches and biting the pellet with the use of forepaws) was timed. The NSF test was carried out

during a 5 min period.

Forced-swimming test

The forced-swim test (FST) (48) is a well validated test which is interpreted as a measure of
behavioral despair. Each mouse was placed into a glass cylinder (height 26 cm, diameter 18 cm)
containing water at a temperature of 32 +/- 2 °C and a depth of 15 cm. Each test lasted 6 min and
was video recorded for subsequent scoring of the total time spent immobile by a blind observer.
Mice were considered immobile when they ceased struggling and remained floating motionless in

the water.

Behavioral Emotionality Measurement

Three behavioral tests (i.e., FST, NSF, and Splash Test) were used to measure components of animal
behavioral emotionality as elegantly published (49-51). These authors clearly explain what is the
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 investigate
the treatment effects in the UCMS model. 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 (u).
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Z=(X-y)/o

Z scores for behavioral measures were first averaged within the test and then across the test for
equal weighting of the three tests comprising the final emotionality score. The increased behavioral
emotionality was defined as increased immobility in the FST, increased NSF latency and decreased
grooming in the splash test compared with control group means. Thus, the emotionality score is not
based on a single consistent behavior, but rather by a set of converging behavioral observations that

together define an anxiety/depression-like phenotype."

Cell analysis and cytometry

Spleens were harvested, dissociated, and erythrocytes were removed by osmotic shock. After
washing with PBS, spleen cells were suspended in DMEM culture medium [DMEM + Glutamax-I (Life
Technologies, Gaithersburg, MD)] supplemented with 10% heat-inactivated FCS (Life Technologies),
1% penicillin/streptomycin, 10 mM HEPES buffer (Sigma Aldrich), 10 mM nonessential amino acids
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France) and 0.05 mM 2-mercaptoethanol (Sigma Aldrich). After plating,
cells are stimulated during 4 h with 50 ng/mL of phorbol myristate acetate and 1 pg/mL of ionomycin
and brefeldin A (1 puL/mL/10e6 cells; BD Pharmingen). Expression of Foxp3, IL-17 and IFNg were

evaluated by cytometry in CD4 T-cell population.

Percentage of antigen-presenting cells (APC): conventional DC (CD11c+), Plasmacytoid DC (mPDCA+
Siglec-H+) and macrophages (CD11b+) and the expression of co-stimulatory molecule CD80, CD86,
CD40 and MHC class Il IA/IE were evaluated directly on the fresh cells of the spleen by flow

cytometry.

Statistical analysis

All results were expressed as means + standard errors of the mean (S.E.M). A repeated two way
ANOVA [factor "stress" (sham or UCMS) and factor "treatment" (sham or tDCS)] was used to analyze
the effects of UCMS and tDCS on coat state during the 9™ weeks of the experiment. Two way ANOVA
[factor "stress" (sham or UCMS) and factor "treatment" (sham or tDCS)] were used to analyze the
effects of UCMS and tDCS on immobility time in the forced-swim test, total grooming in the splash
test, latency to feed in the novelty suppressed feeding test and on the emotionality score. Significant

main effects were followed by Fisher’s Post hoc test. With regards to the NSF test, we used the
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Kaplan—Meier survival analysis. Mantel-Cox log rank test was used to evaluate differences between
experimental groups. One-way ANOVA was used to analyze the effects of UCMS and tDCS on the
number of cells in the spleen and on several markers of inflammation. Tukey's Multiple Comparison

test was used for post-hoc analysis. Statistical differences were set at p<0.05.

RESULTS

1- Behavioral effect of tDCS on UCMS-induced anxio/depressive-like
phenotype.

A repeated two way ANOVA revealed a significant main effect of UCMS (F(1,35) =245 ; p<0.0001) on

the fur coat state of mice. In the same way, two way ANOVAs revealed a significant main effect of

UCMS in the NSF test (F(1,35 =11.01 ; p=0.002), a significant interaction between UCMS and tDCS
(F(1,35)=6.66 ; p=0.014) and a significant main effect of tDCS (F(1,35) =5.49 ; p=0.024) in the FST and a
significant interaction between UCMS and tDCS (F1,35 =4.34 ; p=0.044) and a significant main effect
of UCMS (F(1,35=6.29 ; p=0.016) in the splash test.
Secondary analysis demonstrated that UCMS induced depressive-like phenotype in mice, as
demonstrated by significantly higher coat state scores in stressed group compared to control group,
starting from the second week of stress exposure until week 9 (Fig 2A, F(s230)=23.02; p<0.001). In the
same way, mice submitted to UCMS for 9 weeks developed anxio/depressive-like behaviors in the
FST and NSF (Fig. 2B and 2C). Indeed, an increase of immobility duration in the FST (p=0.040) and an
increase in the latency to feed (p=0.034, p=0.047 for the insert bart chart) is observed in UCMS/sham
group compared to control/sham group. No difference of grooming frequency was observed in the
splash test in our conditions between UCMS and control groups (Fig. 2D).
If tDCS failed to improve coat state (Fs2s0) =0.79; p=0.60) or latency to feed in the NSF of stressed
mice (p=0.40, p=0.86 for the insert bart chart) in UCMS/tDCS group compared to UCMS/sham group,
it reversed the UCMS-induced increase of time immobility in the FST (p=0.0407). Interestingly, tDCS
enhanced grooming duration of UCMS mice in the splash test (p=0.0142 UCMS/tDCS group vs
UCMS/sham group) suggesting that tDCS promote self-care and grooming (and thus, have
antidepressant-like effect).
Using z-score methodology, we combined results obtained in these complementary tests (FST, NSF,
Splash test) to have a better estimation of mouse behavioral emotionality. A two way ANOVA on
data obtained applying z-normalization across tests revealed a significant interaction between UCMS
and tDCS (F2,35=4.69 ; p=0.037). Secondary analysis demonstrated that UCMS induced an increase in
emotionality score highlighting the anxio-depressive-like phenotype of mice (Fig. 2E, p=0.0059
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control/sham group vs UCMS/sham group). Interestingly, tDCS decreased UCMS-induced anxio-
depressive-like behaviors in mice, as measured by a decrease in emotionality score (p=0.0017

UCMS/sham group vs UCMS/tDCS group).

A Coat state B NSF

|0~ control, sham
—&- control, tDCS
25— JCMS, sham
-4 UCMS, tDCS

w

Latency to feed (sec)

50

Coat state score
%]

Percent survival

200 _ 400 600
Weeks Times (sec)
—— control+sham —@— control+tDCS UCMS+sham —— UCMS+DCS
& Eet D Splash test E Emotionality score
*
f # 2 4
160 1 1 HH# 180 7 —_ +
140 I 160 15 i
120 ; 140 1 w
— = 1 L1 o .
= L 120 - S
= 00 | —1 5 [ 5 I 1 @ 8 ° %
g < 100 1 5, 08 a b4
£ g 4 s - = 8 $
= i 2 80 c 01 ____q;___?__________‘i
= 60 = S
= £ 60 = o)
E 40 S £ -05 @ $
E 2 ap A w
= 1 &} g o) z
20 4 20 = o ®
0 E
Sham  tDCS Sham  DCS Sham _ DCS _Sham {DCS % " Stam DCS Shem 1OCS
Control ucMs Cantrol UCMS Control Ucms

Figure 2. 9 weeks of UCMS procedure induced anxio-depressive-like behaviors, some of which are normalized 3
weeks after tDCS treatment. (A) Effect of UCMS and tDCS on the coat state scores over 9 weeks. Results are
expressed as meanzSEM of coat state score. ***p<0.0001 (B) Effect of UCMS and tDCS on anxiety and
depression related behaviors in the Novelty Suppressed Feeding test. Results are expressed as cumulative
survival with percentage of animals that have not eaten over 10 min or mean+SEM of latency to feed in
seconds (insert). *p<0.05 and **p<0.01). (C) Effect of UCMS and tDCS on depressive-like behaviors in the
Forced Swimming Test. Results are expressed as mean+SEM of immobility duration. *p<0.05 and ##p<0.01 (D)
Effect of UCMS and tDCS on depression related behaviors in the splash test. Results are expressed as
mean+SEM of grooming duration (in seconds). #p<0.05 (E) tDCS normalized UCMS-induced increase in
emotionality z-score.*p<0.05 and *p<0.01. n=9, 10, 10, 10 for the 4 different groups; control/sham,
control/tDCS, UCMS/sham and UCMS/tDCS.

2- UCMS induced inflammatory processes that are normalized by tDCS.

Spleen of mice were removed at the end of the experiment to analyze the expression rates of the
different inflammatory cell types and their activation markers. The spleen is a secondary lymphoid

organ that plays a major role in the implementation of the inflammatory response.
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As highlighted in figure 3A, UCMS increased the total number of spleen cells 9 weeks after the
beginning of experiments, suggesting that UCMS triggered pro-inflamamtory and anti-inflamamtory
processes. This cellular augmentation was normalized in mice exposed to 10 sessions of tDCS.
Considering the T cell polarization, we observed an increase of pro-inflammatory Th1 and regulatory
T cells (Treg, Fig. 3B and 3C). The numbers of Treg and Th1l returned to the basal level in the spleen of
mice submitted to tDCS. The percentage of different T cell population did not vary in the spleen (data
not shown). The flow cytometry analysis reported a strong increase in the percentage of the
different populations of antigen presenting cells (plasmacytoid DC, conventional DC and
macrophage) after UCMS (Fig. 3D, 3E and 3F). The tDCS treatment reduced this percentage to a
normal state for macrophages and plasmacytoid DC. The expression of maturation marker was not

modulating by UCMS or tDCS in this experiment (data not shown).
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Figure 3. 9 weeks of UCMS procedure trigger inflammatory response that is normalized 3 weeks after tDCS
treatment. Effect of UCMS and tDCS on the total number of spleen cells (A), the number of regulatory T cells
Th1l (B) and Treg (C), and the percentage of plasmacytoid DC (D), conventional DC (E) and macrophage
(F).Results are expressed as mean+SEM. n=9, 10, 10, 10 for the 4 different groups; control/sham, control/tDCS,
UCMS/sham and UCMS/tDCS. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.0001.

118



3- Correlation between emotionality score and number of splenic cells in UCMS
model; prediction of the depressive-like phenotype by alteration of the
inflammatory response

To determine the relationship between depressive-like behaviors and the development of
inflammatory response, we tested the correlation between the emotionality score and the total
number of cells in the spleen in stressed and non-stressed mice that did not received tDCS. As
highlighted in figure 4, emotionality score is positively correlated with the number of splenic cells
(R=0.440; p=0.04). The severity of behavioral alterations increased with the number of splenic cells,

thus with the inflammatory response.
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Figure 4. Correlation between depressive-like behaviors (emotionality score) and the total number of spleen
cells in mice of control/sham and UCMS/sham. R2 = 0.2229 and p=0.04 using Pearson correlation.

DISCUSSION

The aims of this study were to determine if tDCS had behavioral antidepressant-like effects in UCMS
mice and if it was associated with inflammatory modulations.

The first noticeable finding was that tDCS was able to reverse the behavioral alterations induced by
the UCMS procedure, and it was particularly relevant when combining results of the forced swim
test, the novelty suppressed feeding and the splash test using the z-score method. To our knowledge,

it is the first time that the antidepressant-like effect of tDCS is shown in this very popular model of
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depression. We have already demonstrated that tDCS was able to decrease the immobility time in
the FST in healthy mice 3 days and 3 weeks after the end of the stimulation (44,45). This modification
of the depressive-like behavior has also been observed in mice submitted to an abstinence period
after chronic nicotine consumption (45). Furthermore, in our last publication, we stimulated mice
during a chronic exposure to corticosterone (CORT) and tDCS was able to alleviate the increase of the
immobility time in the FST induced by the CORT exposure (52). Finally, Monai et al. observed the
same effect of tDCS in mice submitted to chronic restrain stress in the tail suspension test, and a
single session was sufficient to induce this effect (53). The interest of such findings is, first, to argue
in favor of the therapeutic potential of tDCS in the treatment of depression. We are aware that many
clinical trials are and, have been, performed in depressed patients, with better clinical relevance than
animal studies, but given the heterogeneity of the conclusions, a positive finding could be welcome.
However, in our opinion, the most important impact of the observation of the antidepressant-like
effect of tDCS in UCMS as well as healthy, CORT and restrained mice, is that the transposition of the
technique to animal is reliable and that it could be used in several pathological models, using many
methods to deeply investigate its therapeutic potential and physiological effects.

That is in line with the second and most noticeable finding of this paper: tDCS was able to reverse the
inflammatory modifications induced by the UCMS procedure. Indeed, UCMS mice exhibited a
significant elevation of the number of splenic cells in comparison with control mice whereas
stimulated UCMS mice had a number of splenic cells similar to control animals. The increase of the
number of cells in the spleen corresponds to an active inflammatory status in UCMS mice. Our results
did not allow for a detailed description of the ongoing inflammatory processes and further
investigations are needed, but these data suggested that UCMS induced pro-inflammatory and anti-
inflammatory processes. The inflammatory modifications induced by the UCMS procedure have
already been described in the literature, corroborating the inflammatory hypothesis of depression :
the UCMS procedure induced overexpression of pro-inflammatory cytokines such as TNFa, IL-18, IL-6
and NLRP3 receptor as well as the activation of cerebral microglia and NFkB pathway (54-57). More
interestingly, UCMS rodents exhibit alterations of the kynurenine pathway, one of the putative
mechanisms linking inflammation and depression. Tryptophane is metabolized through two different
pathways, the first one leads to its degradation in serotonin and the second one leads to the
production of kynurenines after activation of different enzymes, including indoleamine 2,3
dioxygenase (IDO1). It is hypothesized that the overexpression of pro-inflammatory cytokines leads
to the activation of IDO1 that have multiple consequences: (1) decrease of the serotonin production,
(2) overexpression of the kynurenine metabolites such as kynurenic acid (KA), 3-hydroxykynurenine

(3HK) and quinolinic acid (QA). KA is neuroprotective whereas 3HK and QA have neurotoxic

120



properties and the balance between these two types of metabolites seems to be particularly
involved in the pathophysiology of depression (58). Concerning UCMS, it has been shown that the
UCMS procedure was associated with an increase of IDO1 expression (56,59,60) and QA levels. The
excitotoxicity risk evaluated with the QA/KA ration was also augmented in UCMS rats (59).

tDCS stimulations were responsible for the normalization of the UCMS induced inflammation, and
that means that aside from activating neurons, this transcranial stimulation technique also acted on
the immune systems. In vitro studies have highlighted that when cultured immune cells were
submitted to electric current fields, they exhibited an accelerated and polarized migration. This has
been observed in cultures of lymphocytes, monocytes, neutrophils, macrophages and polynuclear
cells (61). Furthermore, high intensity electric currents are able to induce an inflammatory response
in quiescent glial cells, characterized by an overexpression of cyclooxygenase 2 (cox2) (62). In animal
studies, few data are in line with the modulation of the immune pathway by tDCS. In healthy rats, a 5
to 10 days anodal or cathodal stimulation at 500p4A during 15 min enhanced the expression of Ibal in
microglial cells in the ipsilateral cortex, characteristic of an augmented innate immune response. The
most significant results were obtained in chronic pain models. Two studies have shown that tDCS was
able to alleviate the chronic pain induced overexpression of pro-inflammatory cytokines,
concomitantly to the reversal of nociceptive behaviors (63,64) and this is in accordance with our
observation in the UCMS depression model. We could expect that clinical data would be in line with
these results, unfortunately, only two studies have focused on inflammatory markers on tDCS
treated depressed patients and they failed to demonstrate any significant effect of the stimulation
on the expression of cytokines or cytokines receptors (65—67).

The UCMS model is a well validated animal model of depression with good face, predictive and
construct validity (68). We had already tested tDCS in the CORT model (52) but we thought it would
be important to assess its effects in a more naturalistic model, such as UCMS. We could observe
specific behavioral alterations due to the UCMS procedure, in the coat state, the FST and the NSF but
we did not see any modification in the splash test. The UCMS procedure is a long experiment, several
weeks of experimentation and several perturbations could occur in that period of time that could
modifiy the reaction of rodents in the behavioral tests. Given this variability, we chose to use the z-
score (69) in order to combine behavioral alterations and to have a measure of a multidimensional

III

“emotional” state of the animal. We thought this emotional score to be more reliable and robust
than a single measure of behavior.

Concerning the inflammatory markers assessed in this study, they are quite different as the ones
usually used. Indeed, most researches focused on the peripheral or central cytokines concentrations

whereas we focused on the splenic cells. Blood samples were performed during the experiments to
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assess the expression levels of pro-inflammatory cytokines before and after UCMS procedure and
tDCS stimulations but the results were not satisfying. First, it seemed that cytokines expression is
very sensitive to the environment modifications and the underlying inflammatory processes are not
easily identifiable. Furthermore, the samples were constituted of a very small number of cells and
the observed differences (unpublished data) were considered to have no sufficient physiological
significance ; data obtained after spleen removal, even if they are less common and need the

euthanasia of the animal, appeared to have more physiological sense.

Conclusion

Here we demonstrated for the first time, that tDCS was able to reverse the depression-like state
induced by the UCMS procedure in mice. Moreover, this behavioral effect was associated with a
modulation of the immune system. These findings highlighted the therapeutic potential of this

transcranial stimulation as well as its huge panel of mechanisms of action and physiological targets.
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5 RESULTATS COMPLEMENTAIRES CONCERNANT L'EFFET DE LA
TDCS SUR LES COMPORTEMENTS DE TYPE DEPRESSIF ET LA
REPONSE INFLAMMATOIRE INDUITS PAR LA PROCEDURE D’UCMS.

L'expérimentation présentée précédemment a été reproduites une fois. Nous présentons ici les
résultats obtenus dans cette expérimentation. En effet, certains résultats comportementaux qui ne
montraient pas de différence significative dans la premiére expérimentation, due a la procédure
d’'UCMS ou au traitement par tDCS, sont différents dans cette autre cohorte. Il nous est paru
intéressant de présenter également ces différences. A [linverse cependant, d’autres tests
comportementaux ne montrent pas de différences significatives dans cette nouvelle expérimentation
et notamment dans le FST. Les mesures des marqueurs de l'inflammation semblent quant a elles

beaucoup plus robustes dans les différentes expérimentations.

5.1 Effet de la tDCS sur le poids et I'état du pelage dans le modele UCMS

5.1.1 Etat du pelage :

Au cours des quatre premiéres semaines du protocole de stress, la répétition des stress
induit la dégradation de I'état du pelage. ANOVA a un facteur a mesures répétées (Facteur
« Stress » [Témoin vs UCMS]) révele une interaction des facteurs "Stress" et "Temps" (F2,76=19,16 ;
p<0.001). L’analyse post hoc montre une différence significative entre les groupes Témoin et UCMS a
partir de la semaine 2 (p<0.001) et jusqu'a la semaine 4 (p<0.01).

L’ANOVA a deux facteurs (facteur « Stress » [Témoin vs UCMS] et facteur stimulation [Sham
vs tDCS]) et a mesures répétées montre un effet du facteur "UCMS" (F(1,32=121.04 ; p<0.001) et un
effet du facteur "temps" (F3.96=10.44 ; p< 0.001) entre la 4°™ et 8™ semaine du protocole sur |'état
du pelage. Il n'y a pas d’effet significatif du facteur stimulation. L'analyse post hoc montre une
augmentation du score, donc une dégradation de I'état du pelage des souris, chez les souris exposées

aux stress, qu'elles recoivent 10 sessions de stimulation par tDCS ou non. (p<0.001 ; Figure 39).
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Figure 39 : évaluation de I’état du pelage pendant 8 semaines chez des animaux soumis au protocole d’'UCMS
comparés a des souris témoin (environnement enrichi), traité ou non par tDCS. Les valeurs sont présentées
sous forme de moyennes * SEM (***p<0.001)

5.1.2 Poids

L'exposition a des stress répétés induit une diminution de la prise de poids chez les souris
stressées lors de la phase d'induction, plus précisément au cours des semaines 2 et 3. ANOVA a un
facteur a mesures répétées (Facteur « Stress » [Témoin vs UCMS]) révele une interaction des facteurs
"Stress" et "Temps". L'ANOVA a un facteur a mesures répétées (Facteur « Stress » [Témoin vs UCMS])
révele une interaction des facteurs "Stress" et "Temps" entre les semaines 1 et 4 1 et 4 (F(2,76=25.21;
p<0.001). L’analyse post hoc montre une différence significative entre les groupes Témoin et UCMS a
partir de la semaine 2 (p<0.001) et jusqu'a la semaine 3 (p<0.05).

L’ANOVA a deux facteurs (facteur « Stress » [Témoin vs UCMS] et facteur stimulation [Sham
vs tDCS]) et a mesures répétées montre une interaction des facteurs "Stress" et "Temps"
(F309=13.02 ; p< 0.001) entre la 4°™ et 8°™ semaine du protocole sur la prise de poids. Il n’y a pas
d’effet significatif du facteur stimulation. L’analyse post hoc montre une diminution du poids, donc
une diminution du poids des souris, chez les souris exposées aux stress, qu'elles recoivent 10 sessions

de stimulation par tDCS ou non pendant la semaine 5 (p<0.001) et la semaine 8 (p<0.05) (Figure 40).
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Figure 40 : évaluation du poids pendant 8 semaines chez des animaux soumis au protocole d’'UCMS comparés
a des souris témoin (environnement enrichi), traité ou non par tDCS. Les valeurs sont présentées sous forme
de moyennes + SEM. n=10, 10, 9, 7 pour les 4 différents groupes; témoin/sham, témoin/tDCS, UCMS/sham
and UCMS/tDCS (***p<0.001)

La répétition de la procédure d'UCMS nous permet de reproduire les résultats précédemment
obtenus concernant la dégradation de |['état de la fourrure des souris stressées. Cette
expérimentation révéle également que cette procédure peut réduire la prise des poids chez la souris
UCMS par rapport que les souris témoin. La soudaine perte de poids visible chez les souris stressées
lors de la semaine 5 est sans doute due au fait que la pesée ait eu lieu aprés une privation d'eau de

12h.

5.2 Evaluation des effets comportementaux de la tDCS chez des souris

soumises a la procédure d'UCMS
Différents tests comportementaux sont réalisés 3 semaines aprés la fin des 10 sessions de
stimulation par la tDCS : le test de préférence au sucrose, le Splash test et le test de nage forcée.
Nos résultats indiquent que les souris soumises aux stress préférent toujours consommer une
solution sucrée par rapport a de I'eau mais que cette préférence est diminuée d’environ 20% par
rapport aux souris contrdles, n'ayant pas été exposées aux stress (Figure 41). Cependant nos

résultats ne permettent pas de mettre en évidence une modification de ce comportement par la
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tDCS. En effet, une ANOVA a 2 facteurs (facteur "Stress" [Témoin vs UCMS] et facteur "stimulation"
[Sham vs tDCS]) montre un effet du facteur "Stress" (F(1,32=10.12; p<0.01) mais pas du facteur
stimulation. L’analyse post hoc montre une diminution significative de la consommation de sucrose
par le groupe UCMS + Sham comparé au groupe Témoin + Sham (p<0.01); Figure 41).

Contrairement a I'expérimentation précédente, I'ANOVA 2 facteurs ne montre pas d'effet du stress
ou de la tDCS dans le Splash test (F(1,32=0.36, p=0.55 ; Figure 41) ou dans le test de la nage forcée
(F1,31)=0.00, p=1; Figure 41).
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Figure 41 : Effets comportementaux de la tDCS chez des souris soumises au protocole d’'UCMS. Les tests
réalisés 3 semaines apres la fin de la tDSC sont (a) le test de préférence au sucrose, (b) le splash test et (c) le
test de la nage forcée. Les valeurs sont présentées sous forme de moyennes + SEM, n=10, 10, 9, 7 pour les 4
différents groupes; témoin/sham, témoin/tDCS, UCMS/sham and UCMS/tDCS (**p<0.01).

En résumé, bien que nos résultats confirment la dégradation de I'état du pelage et donc la baisse de
I'intérét pour les activités autocentrées, et permette de révéler un comportement de type
anhédonique, ils ne permettent pas de reproduire les données précédemment obtenues dans le test
de nage forcée et le Splash test.

Ceci peut étre expliqué par certaines modifications de protocole, parfois peu concluantes, effectuées
dans les différents tests comportementaux. Concernant le test de consommation de sucrose, nous
avons introduit une séance d'habituation au sucrose 3 heures pendant la phase nocturne le jour
avant le test, ce qui nous permet d'observer une baisse de la préférence au sucrose par les souris
soumises aux stress (Pothion et al. 2004). Concernant le test de nage forcée, nous avons essayé

d'abaisser la température de I'eau afin de se rapprocher de ce qui est couramment publié (28°C au
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lieu de 32°C). Par ailleurs la durée des stress a été fortement augmentée entre la premiére et la

deuxieme expérimentation. Ce point sera discuté ensuite.

L'analyse du score d'émotionalité, calculé a partir des résultats obtenus dans 3 tests
comportementaux (le test de préférence au sucrose, le Splash test et le test de la nage forcée)
montre que la procédure d'UCMS induit une augmentation du score émotionnel, témoignant de
|'état pseudo-dépressif dans lequel se trouve les souris dans les groupes UCMS. L’Anova a 2 facteurs
(facteur "Stress" [Témoin vs UCMS] et facteur "Stimulation" [Sham vs tDCS]) montre un effet du

stress (F(1,32)=16.75 ; p<0.01 ; Figure 42) mais pas du facteur stimulation.
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Figure 42 : Score d'émotionalité chez des animaux soumis au protocole d’UCMS vs animaux témoin
(environnement enrichi) traités ou non par tDCS. Le score émotionnel est calculé en utilisant les scores
obtenus aux tests de préférence au sucrose, au splash test et au test de la nage forcée. Les valeurs sont
présentées sous forme de moyennes + SEM, n=10, 10, 9, 7 pour les 4 différents groupes; témoin/sham,
témoin/tDCS, UCMS/sham and UCMS/tDCS (**p<0.01).

On peut constater qu'il existe des variabilités entre les résultats comportementaux obtenus au cours
de la premiére et de la deuxieme expérimentation: si les données obtenues dans les différents tests
soulignent le phénotype anxio-dépressif des souris soumises a I'UCMS, I'effet antidépresseur de la
tDCS est plus ou moins identifiable dépendamment du test utilisé. L'utilisation du score
d'émotionalité permet d'avoir une meilleure estimation de I'état émotionnel des souris soumises a la
procédure d'UCMS et/ou aux stimulations par tDCS mais il existe tout de méme des différences entre
les deux expérimentations. Ces différences peuvent étre dues a certaines modifications des

protocoles expérimentaux (allongement de la durée de certains stress par exemple).
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5.3 Evaluation des effets biologiques de la tDCS chez des souris soumises

a la procédure d'UCMS: implication de la réponse inflammatoire.

S’il n'est pas évident d'obtenir une parfaite reproduction des effets comportementaux de I'UCMS
et/ou de la tDCS dans les différents tests réalisés, les mesures biologiques suivent exactement la
méme tendance dans nos deux cohortes. En effet, nous avons mis en évidence lors de notre
premiere expérimentation (publication 2) que la procédure d'UCMS induit une augmentation du
nombre de cellules dans la rate, de lymphocytes T régulateurs et de lymphocytes Thi, ainsi qu'une
élévation des pourcentages de cellules dendritiques plasmacytoides, de cellules dendritiques
conventionnelles et de macrophages. Ces données suggérent la mise en route d'une réponse
inflammatoire. Des résultats similaires sont retrouvés dans cette deuxieme cohorte (Figure 43). En

effet, des ANOVA a deux facteurs révelent un effet de I'UCMS sur le nombre de cellule dans la rate

(F,32=17.86, p<0.001), le nombre de lymphocytes CD8 (F1,32=32.54, p<0.0001), de lymphocytes TC1
(Fa, 32=32.54, p<0.001), de lymphocytes CD4 (F(1, 32=32.54, p<0.0001), de lymphocytes Thl (Fq,
32=18,61, p<0.001) et de lymphocytes Treg (F(, 32=18,60, p<0.0001). L'exposition a des stress
chroniques entraine donc une élévation de la réponse inflammatoire et plus précisément de la
population de lymphocytes dans la rate. Si les résultats concernant le pourcentage de cellules
présentatrices d'antigenes (cellules dendritiques conventionnelles et plasmacytoides et macrophage)
est différent du précédent puisqu'il n'y a pas de modification par le stress ici (Figure 44), les données
concernant I'état de maturation des cellules dendritiques plasmacytoides sont intéressantes (figure
44c). En effet, I'exposition a des stress chroniques augmente la maturation a la surface de ces cellules
(CD80= marqueur tardif de maturation) témoignant de la mise en route de la réponse inflammatoire.
Cette élévation est normalisée chez les souris ayant recu 10 sessions de stimulation par tDCS
(interaction UCMS*tDCS; F(1, 32=5,82, p=0,02). De méme, des ANOVA a deux facteurs révelent un
effet de la tDCS sur le nombre de cellule dans la rate (F(,32=6,76, p=0,01), le nombre de lymphocytes
CD8 (Fq, 32=8,40, p<0,001), de lymphocytes CD4 (F(, 32=11,41, p=0,001), de lymphocytes Thl (F,
32=8,58, p=0,006) et de lymphocytes Treg (Fp, 32=6,03, p=0,019). La tDCS tend donc a normaliser

|'élévation de la réponse inflammatoire induite par la procédure d'UCMS.
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Figure 43 : Effet de la procédure d'UCMS et de la tDCS sur le nombre total de cellules de la rate (a), le nombre
lymphocytes CD8 (b), Thl (c), CD4 (d), Treg (e) et Thl (f). n=10, 10, 9, 7 pour les 4 différents groupes;
témoin/sham, témoin/tDCS, UCMS/sham and UCMS/tDCS (*p<0.05, **p<0.01 et ***p<0.001).
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Figure 44 : Effet de la procédure d'UCMS et de la tDCS sur le pourcentage de cellules présentatrices
d'antigenes [cellules dendritiques conventionnelle (a) et plasmacytoides (b) et macrophage (c)]. La moyenne
d'intensité de fluorescence (MFI) permet de quantifier la quantité de fluorochrome, et donc du marqueur de
maturation CD80, présent a la surface de la cellule. Cette information permet de connaitre |'état de
maturation des cellules dendritiques plasmacytoides (PDC). n=10, 10, 9, 7 pour les 4 différents groupes;
témoin/sham, témoin/tDCS, UCMS/sham and UCMS/tDCS (**p<0.01).
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DISCUSSION

1 RESUME DES RESULTATS OBTENUS ET DISCUSSION

Ce travail de these avait deux objectifs principaux, le premier était d’approfondir les connaissances
sur la tDCS et son utilisation chez I'animal, le second était de rechercher les mécanismes d’action de
la tDCS en y associant une recherche de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles pour le
traitement de la dépression.

Revenons sur le premier objectif. La transposition de la technique de stimulation par tDCS chez
I’'animal est indispensable si I'on veut étudier en profondeur ses modes d’action et les mécanismes
physiologiques qui sous-tendent son action comportementale. Ce travail de transposition avait été
initié dans le laboratoire avant que ce projet de thése ne débute ( Pedron et al. 2014) mais il
nécessitait d’étre poursuivi pour mieux maitriser notre outil. Nous avons, dans un premier temps,
cherché a déterminer les parameétres de stimulation qui nous permettaient d’obtenir une réponse
comportementale adéquate, c’est-a-dire la diminution significative du temps d’immobilité dans le
test de nage forcée, et robuste. Pour cela, nous avons fait varier au cours de plusieurs
expérimentations, les parametres de stimulation de la tDCS : le nombre de stimulations, I'intensité, la
durée et la polarité. Nous ne reviendrons pas ici sur les détails des résultats, mais nous avons pu
déterminer que I'effet antidépresseur le plus significatif et robuste était obtenu pour une stimulation
anodique de 20 min a 200pA. Si les effets comportementaux sont observés avec une seule
stimulation, la répétition des stimulations allonge la durée de I'effet, jusqu’a 60 jours dans notre
étude (Peanlikhit et al. 2017). Ces données ont été obtenues chez la souris saine de souche Swiss
mais nous avons réalisé des expérimentations similaires avec des souris C57bl6J (résultats non
présentés) sans obtenir d’effets comportementaux satisfaisants, ce qui souligne I'importance du
choix de la souche dans les expérimentations, notamment comportementales (lbarguen-Vargas et al.
2008).

L'effet antidépresseur obtenu chez les souris saines n’était, a notre sens, pas suffisant pour
« valider » notre dispositif et I'utiliser pour étudier les mécanismes d’action de la tDCS. Nous avons
donc souhaité tester son efficacité dans différents modeéles animaux de dépression, de constructions
différentes. Ainsi, nous avons pu démontrer I'effet de type antidépresseur de la tDCS dans le modele
CORT, le modele LPS et le modéle UCMS. Ces résultats, les premiers de ce type dans la littérature sur
la tDCS, nous ont conforté dans notre projet et nous ont permis de poursuivre plus sereinement les

expérimentations sur les mécanismes d’action de la tDCS.
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Malgré cela, nous restons vigilants quant a la transposition de nos résultats a I'Homme. En effet,
nous sommes bien conscients que le dispositif utilisé chez I'animal reste éloigné de celui qui est
utilisé chez 'Homme et que toutes les différences entre ces deux dispositifs peuvent engendrer des
biais dans les résultats obtenus. Premiérement, les électrodes utilisées ne sont pas les mémes, tant
au niveau de leur composition que de leur disposition. Chez 'Homme, les deux électrodes sont
identiques, en silicone, et placées sans chirurgie ni anesthésie sur la peau du crane du patient alors
que les contraintes liées a |'utilisation des animaux nous ont obligé a fixer chirurgicalement I'embase
de I'électrode, qui se trouve ainsi directement en contact avec I'os du crane, donc plus prées du
cerveau. De plus, alors que I'anode est en acier et placée au niveau du crane, la cathode est en
silicone et placée sur le thorax au contact du pelage de I'animal. Toutes ces différences ainsi que la
taille de I'électrode comparativement a la taille du crane du sujet posent la question de la quantité
de courant recue par le cerveau. Certains auteurs ont soulevé I'importance de la densité de courant
recue dans les effets de la tDCS (Mendonca et al. 2011). Cette densité est obtenue en divisant
I'intensité de la stimulation par la surface de I'électrode, ainsi nous obtenons une densité de
stimulation 100 fois supérieure chez I'animal (57 A/m?) par rapport a 'Homme (0.57 A/m?). La
modulation cérébrale qui en résulte est sans doute beaucoup plus forte. La taille de I'électrode pose
également question quant a la « surface » de cerveau qui regoit directement le courant, et donc la
guantité de neurones directement soumis a la dépolarisation. Enfin, les effets neurophysiologiques
de la tDCS dépendent également de l'orientation du courant par rapport aux neurones et leurs
axones (Rahman et al. 2013; Radman et al. 2009; Kabakov et al. 2012), cette variable est difficilement

maitrisable et induit inévitablement un biais.

De méme, les résultats obtenus avec les modéles animaux de dépression doivent étre considérés
avec précaution. En effet, comme nous I‘avons mentionné dans I'introduction de ce travail, il n’existe
pas de modele parfait de la dépression tant sa physiopathologie est complexe et ses symptémes
difficiles a évaluer chez I'animal. Le fait d’obtenir un effet antidépresseur de la tDCS dans trois
modeles différents, deux pharmacologiques (CORT et LPS) avec des molécules et donc des altérations
différentes, et un comportemental (UCMS) nous rassure cependant quant a la robustesse de notre
dispositif. De plus, ces modéles ont été largement utilisés dans I'étude des effets des

antidépresseurs, ce qui donne un poids certain aux résultats que nous avons obtenus.

Concentrons-nous maintenant sur le second objectif de ce travail de these. Nous avons tout d’abord
voulu déterminer I'effet de la tDCS sur I’activation neuronale, caractérisée par I'expression de c-fos,

en nous focalisant sur les zones cérébrales potentiellement impliquées dans la dépression, a savoir
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les circuits des émotions et de la récompense (Nestler et al. 2002). Ces expérimentations faisaient
suite a celles réalisées en faisant varier les parametres de stimulations. Compte tenu des données
intéressantes obtenues en faisant varier le nombre de stimulation, a savoir I'impact différentiel sur la
durée de I'effet comportemental observé, nous avons comparé |'activation neuronale induite par
une ou dix stimulations par tDCS chez la souris saine. Innocemment, nous nous attendions a un effet-
dose, c’est-a-dire une expression accrue de c-fos aprés dix stimulations comparativement a une seule
stimulation. Contre toute attente, la surexpression de c-fos a été observée uniqguement aprés une
stimulation, les résultats pour les animaux soumis a 10 stimulations n’étant pas différents de ceux
des animaux témoins.

La premiere conclusion que nous avons pu tirer de ces résultats est que la tDCS induit en premier lieu
une activation neuronale caractérisée par I'expression de c-fos mais que celle-ci fait place, suite a la
répétition des stimulations, a d’autres phénomeénes neurobiologiques. Ceux-ci expliquant sGrement
que la répétition des stimulations induise une durée plus importante des effets. Nous n’avons pas
encore étudié ces phénomeénes, mais la littérature nous laisse penser qu’ils sont probablement liés
aux différents processus de plasticité : synaptique (Fritsch et al. 2010; Podda et al. 2016; Nitsche et
al. 2003), structurelle (Pelletier et al. 2014) et cellulaire (neurogenese) (Braun et al. 2016; Pikhovych
et al. 2016). Il est également possible que la répétition des stimulations module a long terme la
neurotransmission notamment sérotoninergique et dopaminergique (Kuo et al. 2016; Nitsche et al.
2009). Dans ce sens, nous avons réalisé une petite étude complémentaire en parallele de ce travail
qui visait a étudier lI'impact de la PCPA (antagoniste de la sérotonine) sur la réponse
comportementale a la tDCS chez des souris saines. La PCPA est un inhibiteur de la tryptophane
hydroxylase, enzyme permettant la synthese de la sérotonine, qui provoque une diminution de 80 a
90% du taux cérébral de sérotonine (Miczek et al. 1975). Ce composé est ainsi classiquement utilisé
pour diminuer les concentrations de 5-HT dans différents protocoles précliniques pour étudier les
fonctions neurophysiologiques de la sérotonine. Les animaux, traités ou non a la PCPA (300mg/kg, 2
fois par jour pendant 3 jours), ont été soumis a 1 séance de tDCS de 20 min a 200pA avant d'étre
soumis, 3 jours apres la stimulation, au test de nage forcée. Nos résultats (Figure 45) suggerent que
|'effet comportemental de la tDCS dans le FST n'est pas modifié en présence de PCPA et donc que la
sérotonine ne serait pas impliquée dans I'effet comportemental aigu de la tDCS. Nous n’avons pas

encore testé cette hypothése dans le cas de stimulations répétées.
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Figure 45 : Temps d’'immobilité dans le test de nage forcée chez des souris traitées par tDCS active ou sham
en présence ou non de PCPA (antagoniste de la sérotonine). Les valeurs sont présentées sous forme de
moyennes * SEM, n=10, 8, 9, 9 pour les 4 différents groupes; vehicule/sham, vehicule/tDCS, PCPA/sham and
PCPA/tDCS (*p<0.05).

Il est également envisageable que la répétition des stimulations module des processus
inflammatoires et gliaux qui peuvent étre impliqués dans les effets a long terme de la tDCS (Monai et
al. 2016; Rueger et al. 2012a).

Une seconde conclusion intéressante a pu étre tirée de cette étude. Concernant les zones cérébrales
dans lesquelles nous avons pu observer une surexpression de c-fos, nous avons pu constater qu’elles
étaient, pour certaines, éloignées de la zone de stimulation. A linverse, le cortex moteur, situé a
proximité de I'électrode ne montre pas de modification significative de I'expression de c-fos suite a la
stimulation. Ainsi, la stimulation par tDCS induit une activation cérébrale spécifique capable de se
propager rapidement, au niveau cortical et sous-cortical.

Nous avons également observé que la surexpression de c-fos était significative dans les zones
impliquées dans la pathologie dépressive. Comme tout ce qui concerne la physiopathologie de la
dépression, les circuits neuronaux qui sont impliqués dans cette pathologie ne sont connus que
partiellement, cependant les études en IRMf réalisées chez I’'Homme ont permis d’identifier certaines
zones cérébrales dont le métabolisme et 'anatomie sont modifiés en cas de pathologie dépressive,
ces mémes zones ont également été identifiées chez le rongeur comme étant impliquées dans les
comportements de peur et d’anxiété et dans la réponse au stress. Parmi elles, les principales sont :
les cortex préfrontal et cingulaire, I'hippocampe, le striatum, I’'amygdale et le thalamus (Nestler et al.
2002; Russo and Nestler 2013; Savitz and Drevets 2009). Il n’est pas surprenant, compte tenu de la
diversité des symptomes de la dépression, de retrouver des altérations dans des zones cérébrales

ayant des fonctions diverses. Il est supposé que, par exemple, I’'hippocampe et le néocortex soient
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impliqués dans les symptémes cognitifs de la dépression alors que le striatum (striatum ventral et
noyau accumbens) serait plutét impliqué dans les symptomes émotionnels de la dépression tels que
I"anhédonie ou I'anxiété. Bien sir, ces aires cérébrales connues pour participer a la régulation des
émotions et aux processus de récompense, ne fonctionnent pas de maniére isolée, mais
interagissent étroitement via des circuits complexes. Ces interconnexions sont d’ailleurs
probablement responsables de la propagation de I'effet de la stimulation dans les différentes zones
interconnectées. Les nouveaux outils d’analyse tels que la génétique, I'utilisation des virus et
I'optogénétique ouvrent la voie a des recherches plus poussées concernant les mécanismes
moléculaires participant aux altérations fonctionnelles et structurales de ces zones cérébrales. Les
données récentes montrent par exemple ['implication des systemes dopaminergiques et
glutamatergiques, ainsi que de la voie de signalisation BDNF-TrkB et également de I'inflammation via

le facteur de transcription NFkB [pour revue voir (Russo and Nestler 2013)] .

Ce dernier élément fait le lien avec les derniers résultats obtenus dans ce travail concernant le lien
entre l'inflammation et la dépression, et le possible impact de la tDCS sur celui-ci. Nous faisons ici
référence aux données issues des stimulations tDCS réalisées chez les animaux soumis au protocole
d’UCMS et pour lesquels des prélevements de rate ont été réalisés a la fin du protocole. Le premier
résultat marquant est que I'on observe chez les animaux soumis a la procédure d’UCMS, une
augmentation significative de plusieurs marqueurs pro-inflammatoires tels que les CD4 (Th1) et les
CD8 (Tcl) ainsi que les cellules dendritiques, et notamment le marqueurs CD80 synonyme de
maturation de ces cellules présentatrices d’antigénes. Ces observations sont en rapport avec les
données de la littérature qui sont en faveur d’'une augmentation des cytokines pro-inflammatoires
dans le modeéle UCMS (Pan et al. 2014; Y. Zhang et al. 2015b; Liu et al. 2015; Lépez-Lépez et al. 2016)
et chez 'Homme souffrant de dépression (Huang et al. 2018; Zhang et al. 2018; Zou, Feng, and Yang
2018; Danner et al. 2003; Dowlati et al. 2010). On observe également dans notre expérimentation, la
surexpression de lymphocytes T régulateurs (Treg) chez les souris soumises a la procédure d’UCMS.
Ces Treg ont, eux, une action anti-inflammatoire puisqu’ils régulent I'action des Th1 et des Tcl, ces
données sont en faveur d’une résolution « naturelle » de I'inflammation qui serait en train de se
mettre en place, il est probable que si les prélevements avaient été faits plus précocement, cette
résolution n’aurait pas encore été mise en place. L’activation des cellules présentatrices d’antigéne
souléve une question rarement soulevée dans la littérature mais qui nous semble particulierement
intéressante : quel antigéne est reconnu par ces cellules ? Quel est le médiateur de cette activation
inflammatoire ? En effet, nous ne sommes pas ici en présence d’'un agent pathogéne externe, virus

ou bactérie, qui déclencherait une réponse immunitaire innée puis acquise. Il est probable qu’il n’y
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ait pas un mais plusieurs antigénes détectés par I'organisme et responsables du déclenchement de la
réponse immunitaire. En effet, nous I'avons vu dans l'introduction de ce manuscrit, stress et
inflammation sont étroitement liés, via I’action directe des GCs sur les GCRs situés sur les cellules
immunitaires et via la multitude de molécules dont I'expression est modifiée par le stress. A ce sujet,
une large analyse protéomique a été réalisée chez des animaux soumis a 'lUCMS et montre une
modulation importante de nombreuses protéines impliquées dans le métabolisme énergétique, dans
le stress cellulaire, la protection cellulaire et I'anti-oxydation ainsi que la structure cellulaire et la
motilité (Y. Liu et al. 2011). L’expression des métabolites de la kynurénines, voie privilégiée, liant
dépression et inflammation, est également modifiée par la procédure d’UCMS puisqu’une
augmentation des taux d’IDO1 et de QA est observée dans ce cas (Y.-N. Liu et al. 2015; Martin-
Hernandez et al. 2018; Zhao et al. 2017). Il est possible que toutes ces molécules, et d’autres non
identifiées a ce jour, soient reconnues par les cellules immunitaires et considérées comme des
antigénes capables de déclencher une réponse immunitaire.

Finalement, le dernier résultat de ce travail, et a notre sens I'un des plus marquants, est que,
conjointement a ses effets comportementaux antidépresseurs, la tDCS agisse sur les modifications
inflammatoires induites par le protocole UCMS. En effet, nous assistons ici a une normalisation de
I’expression des marqueurs pro- ou anti-inflammatoire précités chez les animaux soumis a la
procédure d’UCMS et ayant recu un traitement de 10 stimulations de tDCS. Ces résultats font écho
aux quelques données de la littérature montrant une action positive de la tDCS sur I'activation et la
polarisation des cellules immunitaires en culture ( Pelletier et al. 2014) et chez le rat sain (Rueger et
al. 2012b), ainsi que son effet anti-inflammatoire dans divers modéles de douleurs chroniques et
d’ischémie (Peruzzotti-Jametti et al. 2013; Cioato et al. 2016; Laste et al. 2012b; Spezia Adachi et al.
2012). L'originalité de ce travail, outre le fait de présenter pour la premiére fois cette modulation de
I'inflammation dans un modele de dépression, réside dans la démonstration d’une action anti-
inflammatoire de la tDCS au niveau systémique et non uniquement au niveau central. Ainsi I'effet de
la tDCS ne se cantonne pas aux limites du cerveau mais est plus global sur le maintien de
I’'homéostasie de I'organisme, sa portée thérapeutique en est d’autant plus élargie.

Le choix de ces marqueurs inflammatoires périphériques, et non centraux, n’a pas été fait par hasard.
En effet, cette étude a été menée en collaboration avec les Dr. Francis Bonnefoy et Sylvain Perruche
de l'unité Inserm 1098 « Interaction hotte-greffon-tumeur et ingénierie cellulaire et génique », qui
ont apporté leur expertise sur ces questions d’évaluation de l'inflammation. Comme dans la
littérature, des dosages sérologiques de cytokines ont été réalisés tout au long de I'expérience
UCMS/tDCS, cependant les taux sériques de cytokines sont trés sensibles aux différents événements

environnementaux ou biologiques et aucune information intéressante n’a pu étre tirée de ces
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données. Les prélevements de rate nécessitent certes I'euthanasie de I'animal, et ne peuvent donc
pas étre répétés, mais ils semblent plus robustes et moins sensibles aux petites modifications
environnementales que les dosages de cytokines. De plus, ils permettent certainement d’aller plus
loin dans I'étude des mécanismes inflammatoires mis en jeu puisqu’ils donnent une vision globale

des différents types cellulaires exprimés et activés dans les différentes conditions.

Tous ces résultats sont riches d’enseignement et apportent leur pierre a I’édifice gigantesque que
constitue la connaissance des modes d’action des nouveaux outils thérapeutiques de la dépression,
tels quel la tDCS. Plus largement, ces connaissances nous permettent également d’explorer plus
profondément les hypothéses physiopathologiques de cette pathologie, comme I’hypothese
inflammatoire. Nous sommes conscients, cependant, que de nombreuses interrogations persistent
pour que ces données puissent avoir une application clinique concréte. Nous poursuivons donc nos
recherches dans ce sens, avec de nombreuses perspectives que nous vous présentons dans le

paragraphe suivant.

2  PERSPECTIVES ET LEURS RESULTATS PRELIMINAIRES

2.1 Effets de la tDCS dans le modele du FST répété.

La mise en place du protocole d'UCMS au sein du laboratoire nous a permis de mettre en évidence
|'effet antidépresseur de la tDCS dans le modéle de dépression le plus écologique. Cependant ce
modele est tres lourd et nécessite beaucoup de temps; il faut plusieurs semaines pour obtenir des
animaux présentant un phénotype de type dépressif et le maintien des stress pendant la phase de
traitement et d'analyse comportementale ne laisse pas beaucoup de possibilité pour tester d'autres
parametres de traitement. Par exemple, quel est le décours temporel des effets comportementaux
et physiologiques la tDCS? Est-ce que la co-administration d'un antidépresseur pharmacologique
amplifierait les effets de la tDCS? Quels sont les bénéfices de séances d'entretient? Des réponses a
ces interrogations permettraient d'apporter des éléments concrets a la recherche clinique et

d'aboutir a un consensus quant a I'utilisation de la tDCS chez les patients dépressifs.

Nous sommes donc en train de mettre en place un autre modele de dépression basé sur une version
modifiée du FST. Les souris sont forcées a nager 10 minutes par jour pendant 5 jours consécutifs,
puis 1 fois par semaine (le vendredi), dans une eau a 24 +1°C (Sun et al. 2011). Les FST sont réalisés 4
heures apreés le début de la phase nocturne. Le cycle 12h/12h des animaux est donc un peu modifié

(lumiére éteintes a 13h). Plusieurs tests comportementaux sont réalisés afin d'évaluer |'état
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Temps de toilettage (s)

émotionnel des souris (NSF, Splash test, FST) 2 semaines apres le dernier FST. Une semaine apres la
pose de lI'embase par chirurgie, certaines souris sont exposées a 10 séances de tDCS (2 sessions par
jours pendant 5 jours) puis a une batterie de tests afin d'évaluer I'effet comportemental de la tDCS

dans ce modele (Figure 46).
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Figure 46 : Protocole d’étude des effets comportementaux de la tDCS chez le modéle murin de FST répétés.
Un FST (fleche rouge) est réalisé 1 fois par jour pendant 5 jours. Les animaux sont stimulés a raison de 2
séances de stimulation par jour pendant 5 jours (10 sessions) de 20 min a 200pA. L’évaluation des
comportements de type anxio-dépressif est réalisée 1 semaine apres le dernier FST et 1 semaine apres la fin
des stimulations par le splash test (ST), test d’hypophagie induit par la nouveauté (NSF), le test de nage
forcée (FST) et le test de préférence au sucrose (SPT).

L'exposition des souris a des FST répétés induit une augmentation du score d'émotionalité (t(18)=-
2.481; p<0.05) suite a I'élévation du temps de latence dans le test d'hypophagie induite par la
nouveauté (NSF, t(14)=-2,39; p=0.059) et du temps d'immobilité dans le test de nage forcée (FST,

t(18)=-2.703; p<0.05) témoignant de I'apparition d'un phénotype dépressif (Figure 47).
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Figure 47: Effets comportementaux de la répétition du FST. Les tests réalisés une semaine le dernier FST sont
(a) le Splash test, (b) le test d’hypophagie induite par nouveauté et (c) le test de la nage forcée. Les données
obtenues dans ces différents tests sont utilisées pour calculer le score d'émotionalité de chaque souris (d).
Les valeurs sont présentées sous forme de moyennes + SEM.

Concernant l'effet de la tDCS chez ces souris, nos résultats sont encore préliminaires et nécessites
d'étre complétés mais 10 sessions de stimulation ont tendance a diminuer les comportements de
type dépressifs dans certains des tests effectués (Figure 48); la tDCS semble normaliser
I'augmentation du temps d'immobilité induite par la répétition du FST (F(2,17=3.521; p=0.053) et tend
a augmenter la préférence au sucrose chez les souris de type dépressives. Si le splash test ne permet
pas de mettre en évidence les variations comportementales entre les différents groupes testés, la
tDCS semble capable de normaliser I'élévation du score d'émotionalité induite par la répétition du
FST (F217=2.227; p=0.138). Une expérimentation est actuellement en cours pour compléter ces
résultats et arriver a un nombre d'animal par groupe suffisant pour conclure ou non sur I'effet

antidépresseur de la tDCS dans ce modeéle.
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Figure 48: Effets comportementaux de la tDCS sur les comportements de type dépressifs induit par la
répétition du FST. Les tests réalisés une semaine aprés la derniére stimulation sont (a) le Splash test, (b) le
test de préférence au sucrose et (c) le test de la nage forcée. Les données obtenues dans ces différents tests
sont utilisées pour calculer le score d'émotionalité de chaque souris (d). Les valeurs sont présentées sous
forme de moyennes * SEM.
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2.2 Mise en évidence d'un lien entre dépression et inflammation

Ce travail de thése, en accord avec la littérature, est en faveur d'un lien entre dépression et
inflammation. Nous avons donc essayé, en collaboration avec l'unité de recherche UMR 1098
travaillant sur les processus inflammatoires, de mettre en évidence un lien direct entre un état de
type dépressif et le développement d'une maladie inflammatoire chronique : I'arthrite rhumatoide.
L'idée était de déterminer si un phénotype de type dépressif (induit par la répétition du FST)
précipitait I'apparition des symptomes et/ou accélérait la progression de l'arthrite rhumatoide chez
un modele murin d’arthrite (modéle CIA pour « collagen-induced-arthritis »). Ce modéle consiste
a immuniser (injection i.p.) les souris de souche DBA/1 (Janvier labs) avec du collagéne de type Il

afin d'induire une polyarthrite auto-immune sévére (Brand et al. 2007).

Afin d'identifier si I'état émotionnel des souris modifie la cinétique de cette maladie inflammatoire,
les souris DBA/1, hébergées en cycle lumineux 22h/12h, sont placées dans le test de nage forcée
(FST) 10 minutes par jours pendant 5 jours, 4 heures aprés le début de la phase nocturne.
L'administration de collagéne de type 2 est réalisée 2 jours apres le dernier FST (appelé J0). Les souris
sont de nouveau placées dans le FST le vendredi de chaque semaine dans le but de contréler leur
immobilité et de maintenir le phénotype dépressif (Sun et al. 2011)(Figure 49). A ce groupe "CIA
+FST" sont associés deux autres groupes; 1 groupe "CIA" dans lequel les souris sont immuniser (a JO)
sans étre exposé au FST répété et un groupe "CIA + environnement enrichi" dans lequel les souris
immunisées a JO sont placées dans une cage enrichie pour le reste de I'expérimentation (Figure 49).
L'observation des premiers symptomes de |'arthrite rhumatoide, visible au niveau des pattes, se fait
tout au long de I'expérience. Dés les premiers signes pathologiques, un score est attribué en fonction
du nombre de membres touchés chez I'ensemble des souris pour rendre compte de I'évolution de la

pathologie dans les trois groupes.
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Figure 49: A) Protocole d’étude de I'apparition des symptomes arthritiques en fonction de I'état émotionnels
des souris. L'immunisation par injection (i.p.) de collagéne Il provoque l'apparition des symptomes
arthritiques environ 3 semaines apres. Un FST (fleche rouge) est réalisé 1 fois par jour pendant 5 jours pour
le groupe (CIA+FST). B) Exemples de symptomes arthritiques au niveau des membres postérieurs et
antérieurs avec des scores de sévérité différente chez des souris immunisées par CIA.

Comme attendu, les premiers signes d'arthrite rhumatoide apparaissent 20 jours apres
I'immunisation pour le groupe n'ayant pas été soumis au modeéle de FST répété ("CIA",Figure 50).
Une ANOVA a mesure répétée révele une interaction entre le facteur traitement et le facteur temps
(Fas176= 5,10; p<0,0001), suggérant que I'évolution du score arthritique au cours du temps est
dépendant des groupes et donc de I'état émotionnel des souris. L'analyse secondaire des résultats
montre que l'état de type dépressif induit par la répétition du test de nage forcée précipite
I"apparition des symptémes de l'arthrite et accéléere la progression de cette maladie. En effet,
|'apparition de ces symptémes est plus précoce chez les souris soumises au FST, puisqu'ils
apparaissent 17 jours apres I'immunisation. Par exemple, une ANOVA réalisée a J21 révele un effet
significatif du traitement (F(1,22= 4,99; p=0,16), I'analyse post-hoc montrant une nette élévation du
score arthritique des souris de type-dépressive comparées aux souris "CIA" (p=0,024). De plus, on
note clairement que I'évolution de l'arthrite rhumatoide est plus rapide chez les souris de type-
dépressives (Figure 50). Par ailleurs, le score arthritique des souris immunisées par le collagene puis
placées dans un environnement enrichi ("CIA+ environnement enrichi") reste stable jusqu'au 26°™
jour post immunisation, avec un score inférieur a celui des souris du groupe CIA (Figure 49). Une
ANOVA réalisée a J26 révele un effet significatif du traitement (F(1,22= 9,55; p=0,001), I'analyse post-
hoc témoignant respectivement de I'élévation et de la diminution du score arthritique des souris

"CIA+FST" (p=0,028) et "CIA+ environnement enrichi" (p<0,0001) comparées aux souris "CIA".
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Figure 50: Evolution du score arthritique en fonction des jours aprés immunisation pour chaque groupe
expérimental.

Si la Figure 50 présente les scores arthritiques des différents groupes jusqu'au 26°™ jour post
immunisation, il est important de noter que la sévérité des symptomes est identique et égal a 10
pour les trois groupes de souris au terme de I'expérimentation, soit 35 jours post-immunisation; le
groupe "CIA" rattrape le groupe "CIA+FST" et le groupe "CIA + environnement enrichi", stable

jusqu'au 30%™ jours, voit son score arthritique exploser entre J30 et J35 pour arriver a 10.

Pour résumer, il semble qu'un état pseudo-dépressif puisse accentuer les processus inflammatoires
impliqués dans I'arthrite rhumatoide. A I'inverse, I'amélioration des conditions d'hébergement et le
placement des souris dans un environnement enrichi, procédé qui a un effet positif sur I'état
émotionnel de la souris, retarde I'apparition de ces mémes symptémes. Cette expérimentation, avec
la précédente, apporte des arguments en faveur de la modulation des processus inflammatoire par

|'état émotionnel des souris et donc de I’hypothése inflammatoire de la dépression.

3 CONCLUSION

Ce travail de thése prend son origine dans les constats cliniques concernant les difficultés de
traitement et de prise en charge des patients souffrant de dépression. Afin d’apporter de nouvelles
solutions thérapeutiques, la recherche scientifique et médicale se doit de trouver des techniques

innovantes mais également de rechercher d'autres cibles thérapeutiques. Dans cet objectif, nous
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avons souhaité rechercher les effets comportementaux de la stimulation transcranienne par courant
continu (tDCS) ainsi que les modifications neurobiologiques et inflammatoires qui y sont associées.
Ainsi nos résultats ont montré un effet robuste de la tDCS chez la souris saine ou « déprimée » qui
tend a diminuer les comportements de type dépressif ou anxieux. Ces effets comportementaux sont
associés a des modifications d’activation neuronale a proximité et a distance du site de stimulation,
dans les aires cérébrales particulierement impliquées dans la dépression. De maniére intéressante,
les modifications comportementales induites par la tDCS apparaissent également conjointement a
une modification des processus inflammatoires. Ces données, tout en apportant de nouveaux
éléments sur les mécanismes d’action de la tDCS, ouvrent également la voie a de nouvelles
perspectives thérapeutiques. Nos recherches futures s’attéleront d’ailleurs a approfondir cette
guestion et a mieux comprendre les intrications existant entre la pathologie dépressive et les

processus inflammatoires, les liens de cause a effet et les voies de signalisation possibles.
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