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RESUME

Malgré de nombreuses données cliniques montrant une forte comorbidité entre les
troubles dépressifs et addictifs, les mécanismes physiopathologiques a la base de cette
association demeurent mal connus. Le but de cette thése est de déterminer les mécanismes
neurobiologiques par lesquels des états de type dépressifs favorisent les conduites addictives.
Pour cela, nous avons utilis¢é un modele génétique de dépression chez la souris, le modele des
souris H/Rouen. Ces souris ont été sélectionnées, par reproduction dirigée, sur la base de leur
comportement d’immobilité dans I’épreuve de suspension par la queue, beaucoup plus
prolongé que chez les souris non résignées (NH/Rouen) ou que chez les souris témoins
(I/Rouen) présentant un phénotype intermédiaire. Les souris H/Rouen présentent par ailleurs

de nombreuses caractéristiques reflétant un phénotype dépressif.

Nous avons tout d'abord poursuivi la caractérisation phénotypique de ces trois lignées
de souris et montré que les souris H/Rouen manifestent également un comportement anxieux
plus prononcé que les deux autres lignées dans une batterie de tests comportementaux
classiques. Nous avons ensuite testé l'influence de ce phénotype mixte d’anxiété et de
dépression sur la vulnérabilité a la cocaine. Nous avons montré que les souris H/ et [/Rouen
sont moins sensibles aux effets psychomoteurs aigus de la cocaine que les souris NH/Rouen ;
par contre, toutes les lignées de souris expriment une sensibilisation comportementale a la
cocaine semblable, indiquant que les changements neuroadaptatifs qui se développent au
cours des injections répétées de cocaine estompent les différences de réactivité initiales. Nous
avons ensuite montré que les souris femelles H/Rouen présentent une préférence de place
conditionnée induite par la cocaine (CPP) robuste, durable et plus ¢élevée que chez les souris
NH/ et I/ Rouen, indiquant une plus grande sensibilité aux indices contextuels associés aux

effets de cette drogue.

Cette observation nous a conduits a rechercher les mécanismes neuronaux qui
interviennent dans la vulnérabilité accrue a la cocaine observée chez les souris femelles
H/Rouen. Notre é¢tude neuroanatomique, basée sur 1’expression de la protéine Fos lors du test
de CPP, a permis de mettre en évidence une activation plus forte de la partie cingulaire du

cortex préfrontal, du noyau accumbens shell, de l'amygdale basolatérale et du subiculum



ventral chez les souris femelles H/Rouen par rapport aux souris NH/ et I/Rouen, qui pourrait

refléter leur plus forte propension a la recherche conditionnée de drogue.

Finalement, comme le BDNF (ou Brain Derived Neurotrophic Factor) présent au
niveau du noyau accumbens pourrait €tre impliqué a la fois dans la dépression et la
vulnérabilité aux drogues, nous avons commencé 1’étude de son expression par la technique
de western blot chez les trois lignées de souris, dans des conditions basales et apres

conditionnement a la cocaine.

Mots-clés: dépression; cocaine addiction; comorbidité: modele animal; comportement;

neuro-anatomie; western blot.

ABSTRACT

Although an increasing number of clinical studies highlight a strong association of
depression and addiction, the mechanisms underlying this co-occurrence are not well
understood. The goal of our study is to shed light on the neurobiological mechanisms by
which depression-like states enhance addictive behaviors. For this purpose, we employed a
genetic model of depression, the Helpless mice (H/Rouen). These mice have been selected on
their immobility behavior in the Tail Suspension Test, more prolonged than the Non Helpless
mice (NH/Rouen) and the Intermediate mice (I/Rouen) which display an intermediate

phenotype.

We first further characterized their phenotype regarding anxiety and demonstrated that
H/Rouen mice displayed exacerbated anxiety-like behavior in a battery of classical behavioral
paradigms in contrast to other mouse lines. We next tested the influence of this mixed
anxiety- and depression-like phenotype on cocaine vulnerability. We demonstrated that H/
and I/Rouen mice were less sensitive to acute cocaine psychomotor stimulant effects
compared to NH/Rouen mice; however, all mouse lines displayed a similar behavioral
sensitization to cocaine, indicating that neuroadaptations induced by repeated exposure to this

drug shade off initial reactivity differences. We next demonstrated that female H/Rouen mice



exhibited a stronger and durable cocaine-induced conditioned place preference (CPP)

compared to I/ and NH/Rouen mice, indicating a higher sensitivity to cocaine-associated cues.

This observation led us to explore the neural substrates mediating the increased
sensitivity to cocaine reinforcing effects observed in female H/Rouen mice. Our
neuroanatomical study, based on Fos expression during the cocaine-induced CPP, highlighted
a higher activation of the cingulate prefrontal cortex, the nucleus accumbens shell, the
basolateral amygdala and the ventral subiculum in female H/Rouen mice, compared to female

I/ and NH/Rouen mice, that may reflect their higher propensity to conditioned drug-seeking.

Finally, as the Brain-Derived Neurotrophic Factor within the nucleus accumbens could
be implicated in depression as well as in drug vulnerability, we started to assess its expression

by western blotting in all the mouse lines, in basal conditions et after conditioning to cocaine.

Key words: depression; cocaine addiction; comorbidity: animal model; behavior;

neuroanatomy; western blot.
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PREAMBULE

9 addiction ou dépendance aux drogues est une pathologie psychiatrique chronique

et récidivante, caractérisée principalement par des comportements de recherches

et de consommations compulsives de substances psychoactives. La psychopathologie de
I’addiction est caractérisée par un désir irrépressible de drogues, en dépit des efforts et de la
motivation de ’individu de s’y soustraire, mieux défini sous le terme de compulsion (en

anglais « craving ) (Koob et Volkow 2010)..

Les ¢études cliniques et épidémiologiques montrent une forte association entre les troubles
dépressifs et les conduites addictives (Cottencin 2009). Or I’existence d’une telle comorbidité
constitue un facteur aggravant pour 1’évolution de ces deux pathologies et rend leur prise en
charge plus difficile (Davis et al. 2008). Malgré les données de plus en plus nombreuses et
précises sur les bases psychiatriques et neurobiologiques de la dépression et 1’addiction aux
drogues, les mécanismes physiopathologiques qui sous-tendent cette association demeurent

mal connus et les thérapies efficaces sont encore largement manquantes (O’Brien 2005)

Plusieurs hypothéses, non exclusives, ont été élaborées pour expliquer les modes
d’interactions complexes entre les troubles dépressifs et la dépendance a la cocaine (Warner et
al. 1995). Les symptomes dépressifs peuvent étre considérés comme facteurs de vulnérabilité
aux conduites addictives- les patients ayant recours a la cocaine pour apaiser leurs symptomes
psychiatriques et répondre a une souffrance psychique, ou comme la conséquence de la
consommation et de I’action biologique de la cocaine. L’abus de cette drogue pourrait
¢galement révéler des troubles dépressifs pour lesquels il existe chez les individus un facteur
de prédisposition indépendant, ou exacerber les symptomes dépressifs déja présents. Enfin, il
existerait une vulnérabilité partagée dans la genese des troubles dépressifs et addictifs : des

facteurs environnementaux ou individuels communs.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a une de ces hypothéses, a travers une
approche préclinique, en testant I’incidence d’un phénotype dépressif sur la vulnérabilité a la
cocaine. Nous avons choisi d’utiliser un mode¢le animal génétique de dépression bien
caractérisé et développé par El Yacoubi et al. (2003) afin d’étudier, d’une part, la sensibilité

de ces animaux aux effets psychomoteurs et renforcants de la cocaine, et d’examiner, d’autre
9



part, les mécanismes cérébraux pouvant expliquer le lien tres fort entre troubles dépressifs et

addictifs chez un méme individu.

Avant de détailler nos objectifs de recherche plus spécifiques, nous présenterons les
données bibliographiques qui ont contribué a I’élaboration de ce travail de thése. Ainsi, dans
la premiere partie intitulée « Rappels Bibliographiques », nous avons décrit le concept
théorique de comorbidité souvent rencontré en psychiatrie, et présenté le cas particulier de la
comorbidité de la dépression et de I’addiction & la cocaine (Chapitre 1). Puis nous avons
résumé 1’état actuel des connaissances sur la dépression (Chapitre 2) et 1’addiction aux
drogues (Chapitre 3), en termes de sémiologie, d’épidémiologiec et de prise en charge
thérapeutique, et nous avons plus particulierement développé les données sur les mécanismes
neurobiologiques potentiellement impliqués dans ces deux pathologies psychiatriques.
Ensuite, nous avons abordé¢ 1’importance de développer des modéles animaux pour 1’étude des
mécanismes physiopathologiques de la dépression et de 1’addiction (Chapitre 4). Nous avons
enfin exploré le large pan de la littérature sur la vulnérabilité aux drogues dans les différents
modeles animaux de dépression, afin de tenter de proposer des hypothéses
physiopathologiques pouvant expliquer le lien entre la dépression et 1’addiction a la cocaine

(Chapitre 5).
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Chapitre 1 : Comorbidité de la dépression et de I’addiction aux
drogues

I. Le concept de comorbidité

La comorbidité est définie comme une association non aléatoire entre plusieurs entités
pathologiques présentes chez un méme individu ; ces entités existant par ailleurs en tant que
telles et de fagon indépendante (Feinstein 1970). Ce concept de comorbidité tente de suppléer
a la difficulté d’attribuer une seule pathologie a un patient, malgré les critéres théoriques de

diagnostic classiques utilisés en clinique.

Différentes hypotheses ont été proposées pour expliquer les raisons de 1’existence de
plusieurs pathologies, qu’elles soient organiques ou psychiatriques, chez un méme patient

(Soppelsa 2009).

Les comorbidités pourraient découler d’une

causalité dite horizontale. C’est le cas lorsqu’une | Pathologie | — 5 | Pathologie
1 2

pathologie peut entrainer ou influencer directement . .

_ ' o Pathologie Pathologie
I’évolution d’une autre pathologie, ou lorsqu’il existe 1 D)

des influences réciproques entre deux pathologies.

La causalité dite verticale s’exprime quant a elle @

lorsqu’il existe des facteurs de risque ou précipitants o\

qui peuvent affecter soit directement les pathologies ,.' ‘.\
associées, soit les autres facteurs de risque, et qui / \

rendent alors compte de la comorbidité. 'l' v > ‘1’

Pathologie Pathologie
1 2

lorsqu’on parvient a une compréhension intégrée des deux pathologies, ce qui revient a créer

Enfin, le concept de comorbidité peut étre abandonné

une entité pathologique nouvelle.



II.  Constats cliniques de la comorbidité des troubles psychiatriques et

des conduites addictives

La revue de la littérature montre qu’il existe une forte comorbidité entre les troubles
psychiatriques (schizophrénie, dépressions, troubles bipolaires, troubles anxieux ou certains
troubles de la personnalité¢) et les conduites addictives avec ou sans consommation de
substances psycho-actives. Il semblerait que 30 a 50% des patients psychiatriques et 80% des
toxicomanes présenteraient un double diagnostic (Kosten et Kleber 1988). Les patients a
double diagnostic apparaissent aussi fréquemment dans les filieres de soins pour la

toxicomanie que dans celles de la santé mentale (Minkoff 1991).

Plusieurs hypothéses ont été ¢laborées pour expliquer les modes d’interaction entre les

troubles psychiatriques et la dépendance aux drogues (Warner et al. 1995).

(1) Le trouble addictif peut tout d’abord étre considéré comme primaire, et les symptdmes
psychiatriques comme la conséquence de la conduite addictive et de 1’action biologique

des différents produits consommés.

L’utilisation de drogues entraine en effet une variété¢ de troubles psychiatriques qui
peuvent étre assimilés a I’expression de la plupart des pathologies déja connues (troubles
de I’humeur, troubles anxieux, démence, psychose, délirium...) (Maremmani 2005). Le
sevrage, correspondant a une période d’abstinence, peut également constituer une
nouvelle source de troubles psychopathologiques. En effet, la confrontation au manque
conduit a la recherche de drogue ou de produits de substitution, mais également a la

I’anxiété, la dépression voire la tentative de suicide.

(2) Les troubles psychiatriques peuvent étre considérés comme facteurs de vulnérabilité aux
conduites addictives, les patients ayant recours aux drogues pour apaiser leurs symptomes

psychiatriques et/ou compenser les effets secondaires des médicaments administrés.

Le trouble addictif est alors considéré comme secondaire, voire comme un symptome

psychiatrique parmi d’autres, pour répondre a une souffrance psychique. Cette théorie de
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I’auto-médication, proposée par Khantzian (1985) représente un mode de consommation
adopté pour pallier a une souffrance physique et/ou psychique. Par ailleurs, Khantzian
(1985) constate qu’il y aurait une spécificité des substances consommeées dépendant des
propriétés pharmacologiques de la substance, et variant selon la personnalit¢ du
consommateur (recherche de sensations fortes, recherche de nouveauté, prise de risque
inconsidérée...). L’usage de substances psycho-actives ne correspondrait donc pas
seulement a un comportement autodestructeur mais plutot a une attitude de soulagement

des sensations et des émotions désagréables par la recherche de nouveauté ou d’euphorie.

(3) L’abus de drogues pourrait révéler des troubles psychiatriques pour lesquels il existe chez
les individus un facteur de prédisposition indépendant, ou exacerber les symptomes

psychiatriques déja présents.

(4) 1l existerait enfin une vulnérabilité¢ partagée dans la genése des troubles psychiatriques et
addictifs : des facteurs environnementaux (problémes familiaux, faible soutien parental,
niveau socio-économique bas ...) ou individuels (facteurs génétiques, neurocognitifs, traits

de personnalité...) communs.

La distinction entre les troubles psychiatriques primaires et ceux induits par I’abus de
drogue est rendue difficile par un chevauchement symptomatologique important et la
difficult¢ immédiate a obtenir des informations claires et exhaustives sur le passé
psychopathologique et sur les comportements de consommation de drogue antérieures des

patients.

Dans tous les cas, la co-occurrence chez un méme individu d’un trouble psychiatrique et
d’une addiction est considérée comme un facteur d’évolution péjorative pour les deux
pathologies (Cottencin 2009). En effet, la dépendance aux drogues aggrave les symptomes
psychiatriques, et les symptomes psychiatriques persistent durant les phases d’abstinence,

constituant souvent un facteur de reprise de drogue (Cottencin 2009).
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III.  Cas particulier de la comorbidité des troubles dépressifs et de

I’addiction a la cocaine

Une  ¢tude  épidémiologique

nationale de Conway et al. (2006), B Al respondents

réalisée aux Etats-Unis, montre les 55 [ Any mood disorder
taux ¢levés de consommation de O Any anxiety disorder
drogues illicites chez les individus 5[

souffrant de troubles anxieux ou
10
dépressifs par rapport a la population

générale (Figure 1). Des estimations

5
plus récentes de la prévalence sur la ‘_‘ ‘_‘ ‘_‘
| 1 1 | |

vie entiére d’une association entre la 0%
Any Drug Opioids Amphetamines Cocaine Marijuana

dépression et un trouble addictif
Figure 1: Prévalence sur la vie entiére de la

s’¢lévent a 40.3% pour I’alcool et consommation de drogues illicites dans la population
générale et chez les patients souffrant de troubles

0
17.2% pour toutes drogues anxieux ou dépressifs

confondues (Pettinati, O’Brien, et

Dundon 2013).

Les troubles dépressifs chez les patients ayant un trouble lié a I’usage de cocaine sont plus
¢levés qu’en population générale (Cottencin 2009). La prévalence sur la vie entiere de la

dépression varie de 25 a 61 % chez les patients dépendants a la cocaine (B. F. Grant 1995).

L’existence d’une comorbidité addictive constitue un facteur aggravant de la pathologie
dépressive (Davis et al. 2008). C’est ce que met en avant la méta-analyse de Conner, Pinquart,
et Holbrook (2008) portant sur 60 ¢études sur la dépression chez des sujets consommateurs de
cocaine, qui montre que la dépression incite a une plus grande consommation de cocaine. Les
auteurs ont observé que 57 % des sujets ayant une dépression sévere avaient un usage
concomitant important de cocaine alors que 43 % des sujets présentant une dépression légere
a modérée avaient de faibles consommations de cocaine. Les auteurs ont également retrouvé
une relation significative entre dépression et consommation d’autres substances, notamment

I’alcool. Il a également été rapporté que les patients dépendants a la cocaine présentant des
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symptomes de sevrage ont plus de probabilité¢ de développer un épisode dépressif (Helmus et

al. 2001).

Si les études cliniques et épidémiologiques montrent ainsi une trés forte comorbidité entre
la dépression et 1’addiction, et posent la question du lien existant entre ces deux pathologies
(Markou, Kosten, et Koob 1998; Kathleen R. et al. 1998), elles montrent clairement que la
prévalence ¢élevée des troubles psychiatriques chez les usagers chroniques de cocaine aggrave
I’évolution de la dépendance a cette drogue (Hasin et al. 2002; Greenfield et al. 1998). En
outre, les effets euphorisants de la cocaine seraient plus prononcés chez les patients
dépressifs, en comparaison des sujets non déprimeés (Sofuoglu et al. 2001) et inciteraient a une

plus grande consommation.

IV. Implication thérapeutique du lien entre la dépression et

I’addiction a la cocaine

Si la présence d’une addiction a la cocaine chez les patients souffrant de dépression pose
des problémes théoriques de classification, elles posent surtout aux cliniciens de larges
problémes concernant la prise en charge médicale et I’orientation thérapeutique future. En
effet, comme mentionné précédemment, il est difficile de distinguer les symptomes dépressifs
transitoires lors des phases d’intoxication ou de sevrage a la cocaine, des symptomes
dépressifs persistants sans lien avec la consommation de drogue. De plus, les deux
pathologies associées s’entretiennent et s’aggravent mutuellement. Quelle est la pathologie a
traiter en premier ? Peut-on prendre en charge simultanément les différentes pathologies ?

Quel cadre de soins est a privilégier?

Tout d’abord, les cliniciens évitent de prescrire des médicaments psychotropes aux
individus dépendants a la cocaine, ce qui réduit le champ des possibilités thérapeutiques.
Ensuite, I’absence de traitements pharmacologiques efficaces pour traiter I’addiction a la
cocaine incite les cliniciens a traiter le trouble dépressif et le troubles addictif avec les

traitements antidépresseurs classiques.

De nombreuses études cliniques montrent une efficacité modeste, voire faible, des traitements

antidépresseurs sur la prise de cocaine et sur 1’évolution de la dépendance a cette drogue
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(Brady et Verduin 2005). En effet, la majorit¢ des études montrent qu’un traitement
antidépresseur chez les usagers chroniques de cocaine allege peu les symptomes dépressifs et
réduit faiblement la consommation de cocaine (fluoxétine : Schmitz et al. 2001 et Cornelius et
al. 1998; desipramine : McDowell et al. 2005; mirtazapine : Afshar et al. 2012). Malgré
quelques études plus prometteuses qui montrent toutefois une certaine efficacité¢ de la
venlafaxine (D. M. McDowell et al. 2000) et de la nefazodone (Ciraulo et al. 2005) pour
diminuer 1’utilisation de cocaine et I’envie de consommer, il apparait clairement aujourd’hui
que les traitements antidépresseurs ne sont pas adaptés pour les sujets dépressifs et dépendants

a la cocaine (Beaulieu et al. 2012).
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Chapitre 2 : La Dépression majeure

L. Sémiologie

La dépression est une maladie psychiatrique complexe et hétérogéne qui constitue I’un des
troubles psychiatriques les plus fréquents. S’il existe différentes formes de la maladie (Axe I
du manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux (Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders) — DSM IV, 1994) dont la dépression unipolaire - dite
dépression majeure et la dépression bipolaire - dite maniaco-dépressive, nous parlerons dans

ce manuscrit uniquement de dépression majeure.

Les derniéres versions du DSM IV (1994) et du DSM V (2013) proposent de poser un
diagnostic d’épisode dépressif majeur lorsque le patient présente depuis au moins deux
semaines, au minimum cing des symptomes décrits dans le tableau 1 (issu du DSM 1V) avec
au moins la présence persistante soit d’une humeur dépressive soit d’une anhédonie. Si
I’occurrence d’au moins un épisode dépressif permet de diagnostiquer la maladie, les patients
généralement expérimentent plusieurs épisodes récurrents. La dépression est ainsi caractérisée
par des troubles affectifs et motivationnels, mais aussi cognitifs avec une prédominance des

pensées négatives, des problémes d’attention, d’interprétation et également de mémoire

(Mathews et MacLeod 2005).

. Tristesse de I’humeur
Symptomes affectifs
Irritabilité

Diminution marquée de I’intérét ou du plaisir pour toutes ou presque toutes les
activités pratiquement toute la journée (anhédonie)

Symptomes motivationnels

Sentiments de dévalorisation et de culpabilité injustifiés
Symptomes cognitifs Diminution de I’aptitude a penser et a se concentrer

Pensées récurrentes de mort ou de suicide

Perte ou gain de poids ou d’appétit
Symptomes somatiques et Troubles du sommeil
TS Agitation ou ralentissement psychomoteur

Fatigue ou baisse d’énergie

Tableau 1 : Critéres diagnostiques de la dépression majeure selon le DSM IV
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Il est intéressant de noter que la dépression est souvent associée a d’autres troubles
psychiatriques de I’axe I du DSM IV. En effet, de nombreuses études cliniques et
¢pidémiologiques montrent une trés forte comorbidité entre la dépression et les troubles

anxieux, 1’addiction aux drogues, la schizophrénie et les troubles alimentaires

De nombreuses études cliniques montrent notamment une forte association entre la dépression
et les troubles anxieux, en particulier I’anxiété généralisée (Gorman 1996; Pollack 2005). On
considére habituellement que la dépression et 1’anxiété sont des pathologies indépendantes
mais dans la clinique, il est plutot rare de trouver une pathologie strictement confinée a I’un
des deux troubles. En effet, environ 30 a 50% des patients souffrant de dépression
présenteraient des symptomes anxieux (Schaffer et al. 2012). Ces deux pathologies partagent
des facteurs de risques et des symptomes communs, ce qui contribue sans doute a leur
comorbidité. De plus, les traitements de ces pathologies sont parfois communs

(antidépresseurs et thérapie cognitivo-comportementale).

Une forte comorbidité peut signifier que les troubles vont toujours de pair et dans ce cas, la
question se pose de savoir si on peut considérer les symptomes dépressifs et anxieux comme
é¢manant d’un seul et méme trouble psychiatrique. Cela a donc conduit un groupe de travail,
chargé de la révision du DSM 1V, a proposer une catégorie a part entiere pour les dépressions
a composante anxieuse dans le DSM V (First 2011 ; Wakefield 2012). Toutefois, cette
proposition n’a pas été retenue en raison du risque d’aboutir a un sur-diagnostic, en incluant
dans cette catégorie des patients qui n’auraient pas répondus aux diagnostics d’anxiété

pathologique et de dépression séparément (Batelaan et al. 2012).

I1. Données épidémiologiques

Sur la vie entiere, on estime que 12% des hommes et 20% des femmes vivant aux Etats-
Unis souffriront de dépression indépendamment de la catégorie socioprofessionnelle ou de
I’age (Belmaker et Agam 2008; H. U. Wittchen, Knduper, et Kessler 1994). Des données
épidémiologiques récentes rapportent une prévalence de 1’épisode dépressif majeur sur la vie,
de I'ordre de 17,8%. Le premier épisode dépressif apparaitrait au début de 1’age adulte, en

moyenne vers 30 ans, mais il peut survenir a n’importe quel age.
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Cependant, la dépression est plus courante chez la femme que chez I’homme (OMS, 2008)
suggérant que les hormones ovariennes ou le sexe génétique constituent des facteurs de

vulnérabilité de cette maladie.

La prévalence de la dépression est tres variable selon les pays, probablement en raison des
variations culturelles, d’exposition a des facteurs de risque distincts et des méthodologies

variables d’échantillonnage (Wittchen et Jacobi 2005 ; OMS, 2012).

III.  Prise en charge thérapeutique

La prise en charge thérapeutique des patients souffrant de dépression dépend de la durée,
de la sévérité et de la phénoménologie de la dépression. Elle concerne généralement, en

premicre intention, I’utilisation de traitements pharmacologiques.

Les traitements pharmacologiques de la dépression (tableau 2 adapté de Berton et Nestler
2006) sont basés, pour la majorité d’entre eux, sur ’augmentation aigué de la disponibilité
synaptique des monoamines (sérotonine 5-HT, noradrénaline NA et dopamine DA) et sont
divisés en quatre grandes catégories : les antidépresseurs tricycliques, les inhibiteurs sélectifs
de la recapture de 5-HT (SSRI), les inhibiteurs mixtes de la recapture de 5-HT et NA et les
inhibiteurs des monoamines oxydases (IMAO) (Coppen 1967). Ces traitements
pharmacologiques agissent via trois principaux mécanismes d’action : I’inhibition de la
recapture des monoamines, l’inhibition de leur dégradation, le blocage d’autorécepteurs
contrdlant négativement I’activité des neurones monoaminergiques ou 1’action directe sur les
récepteurs post-synaptiques. Il existe enfin une autre classe d’antidépresseurs dits atypiques,

dont le mécanisme d’action est plus complexe (Baumann 2007).

Méme si la stimulation de la transmission monoaminergique est critique pour I’efficacité des
antidépresseurs (Ruhé, Mason, et Schene 2007), ces traitements pharmacologiques induisent
surtout a plus long terme, des neuro-adaptations cérébrales qui contribuent a leur efficacité
thérapeutique (plasticité neuronale, neurogenese hippocampique, induction de facteurs

neurotrophiques...).
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Type de traitement Mode d’action Exemples

Traitements pharmacologiques

An‘qdepr.e SSCUrs Inhibition de la recapture de NA et 5-HT rpramine, ch.loml.pramme, .
tricycliques amitriptyline, nortriptyline, doxepine
Inhibiteurs sélectifs de la citalopram, escitalopram, fluoxétine,

Blocage de la recapture de 5-HT

recapture de 5-HT paroxétine, sertraline, fluvoxamine

Inhibiteurs mixtes de la

recapture de NA et 5-HT Blocage de la recapture de NA et 5-HT venlafaxine, minalcipram, duloxétine

Inhibiteurs des

. Inhibition de la MAO-A moclobémide, iproniazide
monoamines oxydases

Antidépresseurs .. . . miansérine, mirtazapine, tianeptine
P M¢écanismes d’action variables i , pine, ptine,
atypiques agomélatine

‘ Traitements non pharmacologiques

Stimulation cranienne électrique -

Electro- Ralentissement du rythme cérébral et
convulsivothérapie modulations neurochimiques et
hormonales
Stimulation du cortex préfrontal
Stimulation magnétique | Rétablissement des anomalies cérébrales dorsolatéral gauche et inhibition du
transcranienne fonctionnelles cortex préfrontal dorsolatéral droit ou de

la région sub-orbitaire

Meécanismes d’action probable :

Stimulation du nerf diminution de I’activité métabolique de
vague I’amygdale, de I’hippocampe et du

cortex cingulaire subgénual

Thérapie cognitivo-comportementale,

Psychothérapies Mécanismes d’action incertains Lo
thérapie interpersonnelle
. . L Inhibition des neurones a proximité du Cortex cingulaire subgénual, noyau
Stimulation cérébrale . . . o X .
site de stimulation et/ou excitation des accumbens, pédoncule thalamique
profonde (DBS) . P \ X
fibres de passage environnantes inférieur, habénula latérale

Tableau 2 : Traitements actuels de la dépression

Pours les cas de dépression séveres, la psychothérapie est rendue difficile du fait du
handicap 1i¢ notamment aux troubles cognitifs et motivationnels. La psychothérapie est plutot
recommandée, dans les cas de dépression légere a modérée ou en complément des traitements
pharmacologiques, pour soulager la souffrance psychique majeure en lien avec I’histoire et
I’environnement du patient (Spijker et al. 2013). Le patient dépressif a en effet tendance a
devenir moins objectif et a s’évaluer, ainsi que son environnement et le futur, de fagon
négative et pessimiste. Les sentiments de dévalorisation et d’échec se développent

généralement to6t dans I’enfance a partir d’expériences personnelles et de I’influence de
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I’environnement familial. La psychothérapie permet ainsi de cerner certaines des causes de la

dépression, afin de modifier les pensées et comportements a I’origine des épisodes dépressifs.

Malgré un délai de plusieurs semaines nécessaire a 1’apparition des -effets
thérapeutiques, les traitements pharmacologiques associée a la psychothérapie permettent
généralement une amélioration des symptomes dépressifs chez la moitié des patients, et
produisent une rémission chez un tiers d’entre eux. Cependant, en cas d’échec thérapeutique,
des thérapies plus invasives sont proposées aux patients souffrant de dépression telles que la
thérapie électro-convulsive, la stimulation magnétique transcranienne, la stimulation du nerf
vague et la stimulation cérébrale profonde (tableau 2). Cette derniére constitue une stratégie
prometteuse pour les cas de dépressions séveres et résistantes a tout traitement

pharmacologique (Anderson et al. 2012).

La stimulation cérébrale profonde (DBS-Deep Brain Stimulation) est une méthode invasive
consistant a implanter chirurgicalement dans le cerveau des électrodes, connectées a un bofitier
sous la peau et délivrant un courant ¢électrique de faible intensité dans certaines structures
neuro-anatomiques spécifiques. Cette méthode, utilisée pour la premiere fois par Mayberg et
al. (2005), a montré un effet antidépresseur immédiat et réversible de la stimulation cérébrale
profonde du cortex cingulaire subgénual (aire Cg25) chez les patients résistants aux
traitements existants ( Mayberg et al. 2005; Lozano et al. 2008). Cette technique a ensuite été
¢tendue a d’autres structures cérébrales telles que le noyau accumbens (Schlaepfer et al. 2008;
Bewernick et al. 2010), le pédoncule thalamique inférieur (Jiménez et al. 2005) et I’habénula
latérale (Sartorius et al. 2010). Elle s’est montrée efficace pour le traitement des dépressions
séveres et résistantes a tout traitement pharmacologique malgré la faible compréhension des
bases neurobiologiques sous-tendant son efficacité thérapeutique (Anderson et al. 2012), et
elle présente I’avantage d’engendrer peu d’effets secondaires contrairement aux autres

thérapies invasives citées précédemment.

IV. Physiopathologie de la dépression

On ne connait toujours pas a ce jour les causes de la dépression, méme s’il existe plusieurs
facteurs de risque génétiques ou environnementaux identifiés dans 1’émergence et I’évolution

des symptomes dépressifs. Ce paragraphe vise a résumer les hypothéses neurobiologiques et
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les bio-marqueurs candidats de la dépression, découlant des études cliniques génétiques,

neurochimiques et de neuro-imagerie.

(1) Les facteurs de risque

La dépression constitue une pathologie multifactorielle résultant d’une interaction
complexe entre des facteurs d’ordre génétique, environnemental et des traits particuliers de
personnalité. Des travaux récents montrent, par exemple, que les événements difficiles et
traumatisants deés l’enfance interagissent avec les facteurs génétiques pour accroitre la
susceptibilité a la dépression, en particulier avec le polymorphisme du transporteur de la
sérotonine (Caspi et al. 2003). L’impact de [I’interaction entre génes et facteurs
environnementaux pourrait étre sous-tendu par des modifications épi-génétiques de I’ADN

(Heim et Binder 2012).

L’origine génétique des troubles dépressifs a été déterminée a partir d’études
familiales privilégiant les comparaisons d’individus partageant un lien génétique. Plusieurs
types de comparaison sont généralement effectués : sur les membres d’une méme famille
partageant un lien familial direct ; sur des jumeaux mono- et di-zygotes partagent le méme
génotype ou la moitié, et un environnement jugé commun, et dans les situations d’adoption ou
la comparaison peut porter sur deux jumeaux séparés, partageant le méme génotype mais pas
le méme environnement, ou sur une personne adoptée et les membres de sa fratrie, ne
partageant cette fois que I’environnement. Les résultats de ces différentes études tendent a
montrer une part héritable de 38 a 42% dans le trouble dépressif majeur, avec un taux

similaire chez les hommes et les femmes (Mitjans et Arias 2012).

Les ¢études d’associations pan-génomiques révelent un polymorphisme génétique impliqué
dans la vulnérabilité individuelle a développer une dépression, celui d’un transporteur
neuronal d’acides aminés (SLC6A15) (Major Depressive Disorder Working Group of the
Psychiatric GWAS Consortium et al. 2013).

Toutefois, la dépression est une pathologie hétérogene, ce qui affecte la reproductibilité et la
généralisation des résultats des analyses pan-génomiques et peut expliquer 1’absence de

résultats consensuels sur les genes impliqués dans la physiopathologie de la dépression. La
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dépression n’est pas la conséquence du dysfonctionnement d’un géne majeur, mais d’une
association complexe de plusieurs génes de susceptibilit¢ qui contribueraient a 1’apparition
d’altérations biochimiques et neuronales susceptibles d’augmenter la sensibilité¢ de I’individu
aux facteurs de risque environnementaux de cette pathologie (Kendler et Prescott 1999 ;

Northoff 2013).

D’autres études ont adopté une démarche a priori en se focalisant sur les genes liés a la
fonction sérotoninergique, et ont ainsi montré un lien fort entre le géne du transporteur de la
sérotonine et cette pathologie. Un polymorphisme fonctionnel de la région promotrice du
transporteur de la sérotonine (5S-HTTLPR) a en effet été décrit chez I’homme (SLC6A4),
conduisant, suivant I’inclusion ou non de 44 paires de bases, a une variante courte ou longue
de la région polymorphique du 5-HTTLPR (Lesch et al. 1994). La variante courte, associée a
une activité transcriptionnelle réduite (se traduisant par une diminution de 1’expression du
transporteur et donc une baisse de la recapture de 5-HT) semble augmenter, chez certains
individus, le risque de développer une dépression (Serretti, Artioli, et Quartesan 2005; Canli

et Lesch 2007; Murphy et Lesch 2008).

D’autres génes de susceptibilité ont été proposé (Lopez-Ledn et al. 2008) : le transporteur de

la dopamine, la sous-unité § des protéines G et deux enzymes de métabolisation des folates.

Certains facteurs de risque environnementaux, plus particuliérement la confrontation a
des expériences difficiles ou traumatisantes des les phases précoces du développement de
I’enfant jusqu’a D’age adulte (abus sexuels, violence, négligence parentale...) semblent
prédisposer au développement d’une dépression a 1’age adulte (Keller 1997; Kessler et al.

1997; Kendler et Karkowski-Shuman 1997).

Enfin, certaines caractéristiques de la personnalité qui existaient avant le
déclenchement d’un épisode dépressif peuvent rendre un individu plus vulnérable au
développement d’une dépression : I’introversion, le manque d’assertivité, le manque de
cohérence interne, la mauvaise qualité des contacts sociaux, la dépendance, la tendance aux

tracas et aux obsessions, et enfin le pessismisme (Akiskal, Hirschfeld, et Yerevanian 1983).
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(2) Neurobiologie
() La complexité de la physiopathologie de la dépression

Dans deux revues récentes, Krishnan et Nestler (2008, 2010) proposent de résumer
I’état actuel des connaissances sur les mécanismes neurobiologiques potentiellement
impliqués dans la dépression, en se basant sur les données de neuro-imageries structurales et

fonctionnelles obtenues chez I’homme, et sur les dysfonctionnements cellulaires et

moléculaires observés sur des tissus humains en post-mortem et chez I’animal.
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Figure 2 : Schéma récapitulant les principaux dysfonctionnements neurobiologiques relevés chez
les patients souffrant de dépression ou chez les animaux modélisant cette pathologie (Krishnan et
Nestler 2008)

1l est basé sur les observations suivantes :

(a) La stimulation cérébrale profonde du cortex cingulaire antérieur subgénual (Cg25) ou du noyau

accumbens (NAc) a un effet antidépresseur chez les patients dépressifs résistants a tous les
traitements (non-) pharmacologiques.

(b) L augmentation de la libération de BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) dans le systeme
dopaminergique meésolimbique sous-tend la vulnérabilité au stress, probablement via [’activation
du facteur de transcription CREB (cAMP Response Element Binding).
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(c) Les études d’imagerie fonctionnelle chez I’homme montrent une forte réactivité de [’amygdale aux
stimuli émotionnels négatifs, et confirment le role éminent de cette structure dans la

physiopathologie de la dépression.

(d) Le stress réduit la concentration de facteurs neurotrophiques comme le BDNF et la neurogenése
hippocampique, en partie via I’augmentation du taux de cortisol et la diminution de [’activité

transcriptionelle de CREB.

(e) La dépression s’accompagne de la libération périphérique d’hormones comme la ghréline et la
leptine qui agissent sur [’hypothalamus et les régions limbiques (hippocampe, Aire Tegmentale

Ventrale, Noyau Accumbens).

(ii)  Anomalies cérébrales observées chez les patients dépressifs

De nombreuses régions cérébrales régulant les émotions, la récompense et les fonctions
cognitives semblent impliquées dans la physiopathologie de la dépression. Les anomalies
cérébrales retrouvées chez les patients souffrant de dépression ont été découvertes par des
¢tudes réalisées en neuro-imagerie structurale et fonctionnelle, et complétées par 1’analyse des
altérations cellulaires et moléculaires découvertes en post-mortem (voir pour revue Russo et
Nestler 2013). Les données concernant les anomalies observées au niveau du cortex cingulaire
antérieur subgénual et de I’hippocampe chez les patients dépressifs sont généralement
consensuelles, ce qui n’est toujours pas le cas des données sur I’amygdale et le noyau

accumbens.

Une diminution du volume cérébral du cortex préfrontal est observée chez les individus
dépressifs, en particulier au niveau du cortex cingulaire antérieur subgénual (aire Cg25 de
Broadmann) (Drevets et al. 1997), qui semble associée a une perte conséquente de cellules
gliales et non a une perte de neurones (Ongur et al. 1998). De pair avec ces altérations
structurales, des études montrent une forte activité hémodynamique basale de I’aire Cg25
chez ces patients (Mayberg 2009), corrélée a la sévérité des symptomes dépressifs ;
I’hyperactivité¢ hémodynamique de 1’aire Cg25 est rétablie apres un traitement antidépresseur
( Mayberg et al. 2000 ; Holthoff et al. 2004) et aprés la stimulation cérébrale profonde de cette
structure (Helen S Mayberg et al. 2005), ce qui suggere I’importance du cortex cingulaire

antérieur subgénual dans la physiopathologie de la dépression.
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Une diminution du volume cérébral de I’hippocampe est ¢galement observée chez les
patients dépressifs, et corrélée aux symptomes cognitifs de la dépression (Sheline 2003) ;
celle-ci pourrait €tre expliquée par une diminution de la neurogenese hippocampique et de la
sécrétion de facteurs neurotrophiques, mais également par une perte de la glie (Czéh et

Lucassen 2007 ; Price et Drevets 2010).

Enfin, si la littérature ne permet pas de déterminer de facon consensuelle s’il existe
réellement une diminution du volume de I’amygdale et du noyau accumbens chez les patients
souffrant de dépression (voir pour revue Russo et Nestler 2013), des études rapportent une
forte activit¢é basale de 1’amygdale (Sheline et al. 2001) corrélée avec la sévérité des
symptomes dépressifs (Drevets 2001), et une réactivité élevée de cette structure en réponse a
des stimuli émotionnels négatifs (Sheline et al. 2001; Siegle et al. 2007). A DI’inverse, les
¢tudes montrent une réponse hémodynamique plus faible du noyau accumbens chez les
patients souffrant de dépression, en réponse a différentes taches basées sur la récompense
(voir pour revue Russo et Nestler 2013), cette diminution est, de facon intéressante, corrélée
avec le degré d’anhédonie (Hasler et al. 2008). L’activit¢ hémodynamique de cette structure

est rétablie apres la stimulation cérébrale profonde (Schlaepfer et al. 2008).

Il est intéressant de constater que le cortex cingulaire antérieur subgénual possede de
nombreuses connexions anatomiques, parfois réciproques, avec les régions limbiques dont le
fonctionnement est altéré chez les patients dépressifs, ce qui suggeére que le déséquilibre
fonctionnel au sein du réseau fronto-striato-limbique impliqué, entre autres, dans le controle
des processus cognitifs, émotionnels et dans la récompense, pourrait contribuer aux
dysfonctionnements dans le traitement et la régulation des émotions chez les patients

souffrant de dépression.

(iii) Les hypothéses des mécanismes moléculaires impliqués dans la

physiopathologie de la dépression

Il semblerait que, d’un point de vue biochimique, 1’altération de la neurotransmission
mono-aminergique, le dysfonctionnement de I’axe HPA (axe hypothalamo-hypophysio-
surrénalien) et les neuro-plasticités induites par le stress, contribuent fortement au
développement de la dépression (Raison, Capuron, et Miller 2006).
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Beaucoup d’¢tudes se sont focalisés, initialement, sur I’implication de la
neurotransmission monoaminergique dans la physiopathologie de la dépression (Belmaker et
Agam 2008) grace a la découverte de traitements antidépresseurs efficaces, dont le mode
d’action est d’augmenter la disponibilit¢ synaptique en 5-HT et en NA. Toutefois, la
littérature montre actuellement que le rétablissement des neurotransmissions sérotoninergique
et noradrénergique chez les patients souffrant de dépression ne constitue que la premicre étape
sous-tendant 1’efficacité¢ thérapeutique des antidépresseurs, qui font en outre intervenir

d’autres mécanismes moléculaires (Hirschfeld 2000).

Par ailleurs, il est étonnant que I’implication de la neurotransmission dopaminergique dans la
physiopathologie de la dépression n’ait pas recue autant d’attention que les transmissions
sérotoninergique et noradrénergique. En effet, I’anhédonie, qui constitue le symptome
principal de la dépression, est sous-tendue par une diminution de la transmission

dopaminergique dans le noyau accumbens (Tremblay et al. 2005 ; Bewernick et al. 2010).

De nombreuses données montrent également que la dépression est fréquemment
associée a une hyperactivité de I’axe HPA et a un déficit de son rétrocontrdle négatif. Des
¢tudes cliniques chez des patients souffrant de dépression mettent en évidence des
concentrations ¢€levées de glucocorticoides plasmatiques (Rubin et al. 1987) et d’hormone
corticotrope dans le liquide céphalo-rachidien (Nemeroff et Evans 1984; Raadsheer et al.
1994). L’administration d’un glucocorticoide de synthese, la dexaméthasone, permet de
mettre en évidence une altération du rétrocontrole négatif de 1’axe HPA chez les patients
dépressifs ; en effet, chez un sujet sain, ce glucocorticoide de synthése produit une diminution

des hormones du stress, un effet qui est absent chez les patients dépressifs (Rush et al. 1996).

Enfin, un role important est attribu¢, actuellement, aux neuroplasticités induites par le
stress, parmi lesquelles la réduction des facteurs neurotrophiques tels que le BDNF (Brain-
Derived Neurotrophic Factor) semblerait particuliérement impliqué dans la physiopathologie

de la dépression (voir Chapitre 5).
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Chapitre 3 : L’addiction a la cocaine

I. Sémiologie

L’addiction constitue un processus complexe d’installation progressive. Selon le DSM 1V,
trois types de consommations de substances psychoactives sont définies : 1’'usage, 1’abus et

I’addiction.

Lors des premiéres consommations, la cocaine est généralement utilisée a titre récréatif.
L’usage de cocaine est défini comme une consommation occasionnelle qui n’entraine ni
complications somatiques ni dommages physiques. La rapidité des effets de la cocaine dépend
de la voie d’administration (inhalation, injection par voie intraveineuse, fumée...), et les effets
ressentis varient selon les individus mais également selon la dose administrée. La cocaine
produit un bref effet de plaisir et d’effets stimulants ressemblant a un tableau clinique d’allure
maniaque (euphorie, sensation de bien-étre, augmentation d’énergie, idées de grandeurs...)

(Karila et al. 2012).

L’abus de cocaine intervient lors d’un usage plus régulier et entraine des conséquences
psychoaffectives et sociales néfastes sur la vie de I’individu. Les prises répétées de drogue
n’aboutissent que dans 10 a 30 % des cas a une perte de contrdle de la consommation
provoquant I’installation d’une dépendance (Hyman et Malenka 2001). Celle-ci se caractérise
par une compulsion de recherche et de prise de drogue, une perte de la capacité a controler sa
consommation, et 1’émergence d’un état émotionnel négatif (par exemple symptomes
d’anxiété, d’irritabilité...) lors du sevrage, c’est-a-dire lorsque la drogue n’est pas disponible
(Koob et al. 2004). Le probléme majeur de 1’addiction est, qu’une fois installée, elle prend un
caracteére chronique puisque, méme aprés de longues périodes d’abstinence, les phénomeénes
de rechute sont fréquentes, et souvent induites par la confrontation au contexte de
consommation de la drogue (lieux, activités, entourage...) (Childress, McLellan, et O’Brien

1986).

Par ailleurs, la dépendance s’accompagne d’une augmentation du risque de complications

cardiovasculaires (syndrome coronarien aigu, troubles du rythme cardiaque...), neurologiques
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(convulsions, accident vasculaire cérébral...), infectieuses ou psychiatriques (attaques de

panique, dépression, paranoia...) (Karila et al. 2012).

Désir puissant, compulsif et irrépressible d’utilisation d’une substance

psycho-active (« craving »)

Compulsion de recherche et de Beaucoup de temps consacré a des activités nécessaires pour obtenir ou

prise de drogue utiliser la substance, ou récupérer des effets de la substance

Abandon ou réduction des activités sociales, professionnelles ou des

loisirs, a cause de I’utilisation de la substance

Substance prise en quantité plus importante ou pendant une période plus
longue que prévue
Perte de controle de la capacité a

controler sa consommation Utilisation de la substance malgré la prise de conscience des problémes
psychologiques ou physiques persistants ou récurrents, susceptibles

d’avoir été causés ou exacerbés par la substance

Besoin de quantités plus importantes de la substance pour obtenir une

intoxication ou I’effet désiré
Phénomeéne de tolérance

Effets notablement réduits en cas d’utilisation continue d‘une méme

quantité de substance

Syndrome de sevrage caractéristique de la substance

Emergence d’un état émotionnel

négatif quand la drogue n’est pas -
gatita g P La méme substance (ou une substance proche) est prise pour soulager ou
disponible L R
éviter les symptomes de sevrage

Tableau 3 : Critéres diagnostiques de ’addiction selon le DSMIV et le CIM-10

Les critéres diagnostiques de 1’addiction ont été proposés par le DSM IV (1994) et le
CIM-10 (Classement International des Maladies et problémes de santé connexes, 1992) ; ils la
définissent comme un mode d’utilisation inadapté d’une substance psycho-active conduisant a
une altération du fonctionnement ou une souffrance clinique, caractérisés par la présence de 3
ou plus des manifestations décrites dans le tableau 3 (sur une période de 12 mois). La

psychopathologie de 1’addiction est en outre caractérisée par un désir irrépressible, mieux
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défini sous le terme de compulsion (en anglais « craving »), qui correspond a une composante
positive, la recherche de plaisir, et une composante négative, le malaise li¢ au manque ou la

peur de la survenue des symptomes de sevrage.

Dans la cinquieme édition du DSM (DSM V), les diagnostics d’ « abus de substance » et
de «dépendance a une substance » sont fusionnés en un seul diagnostic intitulé « trouble
d’utilisation de substances » (Hasin et al. 2013). Cette décision s’appuie sur I’observation que
les spectres de gravité des criteres d’abus et de dépendance se recouvrent en grande partie.
L’introduction d’un continuum dans le degré de sévérité des symptomes se rapproche des
réalités cliniques et permet de distinguer les conduites addictives légeres, modérées et séveres

selon le nombre de critéres diagnostiqués.

I1. Données épidémiologiques

L’addiction aux drogues représente, dans un grand nombre de pays, un véritable probléme
de santé publique. Le dernier rapport de I’OFDT (2013) souligne la consommation ¢élevée de
drogues illicites dans la population francaise, avec 13.4 millions d’expérimentateurs de

cannabis et 1.5 millions d’expérimentateurs de cocaine parmi les 11-75 ans.

La cocaine est devenue, en I’espace de quelques années, la drogue illicite la plus
consommée apres le cannabis et elle constitue 1’une des drogues les plus addictogenes.
L’usage de cocaine a globalement augmenté en France, ces derniéres années, en raison d’une
saturation du marché nord-américain, de nouvelle filiéres d’exportation, une baisse du prix du
gramme, et une image moins stigmatisante que les autres drogues comme les opiacés par

exemple (Karila et al. 2012).

III.  Prise en charge thérapeutique

Malgré les données de plus en plus nombreuses et précises sur les bases psychiatriques et
neurobiologiques de 1’addiction, les thérapies efficaces pour lutter contre I’addiction aux

drogues sont encore largement manquantes (O’Brien 2005).
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Aucune pharmacothérapie n’a été validée pour le traitement de la dépendance a la
cocaine ; toutefois, de nombreuses pistes pharmacologiques ont émergé au regard des
avancées en neurobiologie et en imagerie cérébrale. Une attention particuliere doit étre
cependant portée sur la différence entre la prise en charge du sevrage et le traitement
d’entretien et de maintien de 1’abstinence. Laurent Karila et al. (2013) résume les différentes
approches thérapeutiques proposées actuellement pour le traitement des sujets dépendants a la
cocaine, lors des phases de sevrage et en prévention de la rechute. Parmi les agents
thérapeutiques prometteurs, la N-acétyl cystéine réduit les symptomes de sevrage et le craving
chez les sujets dépendants a la cocaine (LaRowe et al. 2007; Amen et al. 2011) ; le topiramate
(Reis et al. 2008; B. A. Johnson et al. 2013) et le disulfiram (Laurent Karila et Reynaud 2009)

réduisent le craving et favorisent la maintien de 1’abstinence.

Par ailleurs, I’absence de traitement pharmacologique de la dépendance a la cocaine, ayant
fait ’objet d’une validation par les autorités de santé, a incité a une prise en charge
thérapeutique plus individuelle et pluridisciplinaire. Dans 1’idéal, cette prise en charge
thérapeutique comprend : un accompagnement par la psychothérapie afin identifier les
problémes a ’origine de la dépendance a la cocaine, notamment les circonstances, les
moments, les lieux de [’usage et les raisons cognitives et émotionnelles de la consommation ;
un accompagnement psychologique global (accompagnement socio-éducatif, groupes de
parole ou d’entraide, réinsertion professionnelle...) ; la prise en compte des comorbidités
addictives et/ou psychiatriques ; et enfin la construction d’un projet thérapeutique visant

’abstinence et la prévention de la rechute.

IV. Physiopathologie de I’addiction a la cocaine

(1) Les facteurs de risque

Comme nous I’avons introduit précédemment, seul un faible pourcentage d’usagers de
cocaine développe un comportement compulsif de recherche et de prise de drogue,
caractéristique de 1’addiction. Cette différence de vulnérabilité face a 1’addiction résulterait
d’une interaction complexe entre des facteurs génétiques, environnementaux et des traits

particuliers de personnalité (Kreek et al. 2005).
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L’identification des geénes ainsi que des associations géniques impliqués dans la
vulnérabilité¢ a 1’addiction a la cocaine pourraient faciliter le traitement de cette pathologie
(Terwilliger et Weiss 1998). Sa composante héréditaire est bien établie, bien que peu de
polymorphismes génétiques a 1’origine de la vulnérabilité individuelle a développer un trouble
addictif aient été identifiés par les études pan-génomiques (Hall et al. 2013). L’addiction est
une pathologie polygénique et il semblerait que 1’association complexe de plusieurs variations
polymorphiques ne contribuent que trés modestement a la vulnérabilit¢ individuelle a

I’addiction a la cocaine (Rutter 2006).

Il est établi que la cocaine induit des modifications transcriptionnelles de certains geénes
impliqués dans les mécanismes neurobiologiques de la drogue, notamment au sein du systéme
dopaminergique ; en particulier, les variations alléliques du transporteur de la dopamine
(DAT) (Guindalini et al. 2006), du récepteur dopaminergique D2 (DRD2) (Comings et al.
1994 ; Noble et al. 1993) et du récepteur dopaminergique D3 (DRD3) (Comings et al. 1999)
expliqueraient, en partie, la réponse subjective a la cocaine et augmenteraient, de facon trés

modeste, le risque de développer une addiction a cette drogue (Hart, de Wit, et Palmer 2012).

Par ailleurs, le polymorphisme fonctionnel de la région promotrice du géne de la
prodynorphine (Chen et al. 2002; Dahl et al. 2005), du transporteur de la sérotonine (5-
HTTLPR) (Cao, Hudziak, et Li 2013), et du BDNF (Jiang et al. 2009) pourraient également
favoriser le développement d’une addiction a la cocaine (voir pour revue Volkow et Baler
2013). II est intéressant de constater que ces deux derniéres variations polymorphiques
interviennent sur des genes de susceptibilité aux pathologies psychiatriques telles que la
dépression et 1’anxiété ; ces données sont donc en faveur d’un fondement génétique de la

comorbidité des troubles psychiatriques et addictifs.

L’influence des genes dans la vulnérabilité¢ aux conduites addictives implique un rdle
partagé des facteurs génétiques et environnementaux. Les facteurs environnementaux négatifs
(vie familiale déstructurée, niveau socio-économique faible, difficultés scolaires...) sont
largement en cause dans I’initiation de la prise de cocaine (facilit¢ d’acces au produit, mode
de vie...) et la vulnérabilité a 1’addiction a cette drogue psychostimulante (J. R. Davis et

Tunks 1990).
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Une importance particulicre est donnée aujourd’hui aux mécanismes de régulation
épigénétique dans la vulnérabilit¢ a I’addiction a la cocaine (Maze et Nestler 2011).
L’épigénétique peut étre définie comme un remodelage local de la chromatine entrainant des
modifications fonctionnelles de I’ADN, sans altération de sa séquence. Les modifications
épigénétiques sont le plus souvent régulées par la méthylation de 'ADN, l'acétylation et la
méthylation des histones, qui sont habituellement respectivement associées a la répression et
l'activation de la transcription génique. Les mécanismes €pigénétiques pourraient constituer
I’explication manquante aux interactions entre les facteurs génétiques et environnementaux
(Eric J Nestler 2013). En effet, les facteurs environnementaux tels que la prise de drogue, le
stress..., en agissant par le biais de ces mécanismes de régulation épigénétique, pourraient

modifier la vulnérabilité¢ d’un individu aux drogues (Nielsen et al. 2012).

Enfin, la wvulnérabilit¢ a 1’addiction est sous-tendue par des traits de personnalité
pathologiques telles que la recherche de sensations et d’expériences nouvelles, la
désinhibition, la susceptibilité a ’ennui mais également 1I’impulsivité (de Wit 2009; Ersche et

al. 2010).

(2) Neurobiologie

(i) Les circuits sous-tendant le processus de ’addiction

Comme nous 1’avons mentionné précédemment, 1’addiction est un processus complexe et
dynamique s’articulant autour de trois grandes phases qui interagissent entre elles : les
propriétés renforcantes de la drogue ; 1I’état émotionnel négatif engendré par un malaise
li¢ au manque ou la peur de la survenue des symptomes de sevrage ; et la recherche
compulsive de drogue li¢ a un désir irrépressible de consommer. L’évolution de la
consommation de drogue, de la prise récréative consciente a la recherche compulsive, serait
alors sous-tendue par la mise en place de neuro-adaptations au sein des circuits neuronaux
intervenant dans chacune des trois étapes de ce cycle, aboutissant a une perte de contréle du
comportement chez ’individu vulnérable. A ce stade, les décisions prises par le patient ne
seraient plus guidées par la volonté de consommer la substance, mais dépendraient d’une
automatisation de son comportement et seraient influencées par les indices contextuels qu’il a

associés a la prise de drogue.
33



La revue de Koob et Volkow 2010 propose de résumer 1’état actuel des connaissances sur
les mécanismes neurobiologiques impliqués dans la transition de 1’usage occasionnel de
drogue a I’addiction, en intégrant a la fois les données obtenues chez ’homme et dans les
modeles animaux. Cette revue met [’accent sur les circuits cérébraux engagés dans les
différentes étapes du cycle de 1’addiction, et sur les neuro-adaptations qui se mettent en place

a leur niveau pour entrainer cet état pathologique qu’est I’addiction.

L’identification du circuit de la récompense a largement permis la compréhension des

substrats neurobiologiques sous-tendant les effets aigus des drogues (Figure 3).
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Figure 3 : Représentation schématique des substrats neurobiologiques sous-tendant les

propriétés renforcantes de la cocaine

Le circuit sous-tendant les propriétés renfor¢antes de la cocaine comprend des projections
dopaminergiques de I'ATV au NAC, et du NAC au pallidum ventral. Le striatum dorsal, qui posséde
un role mineur dans le renforcement lié a la drogue, contribue a la mise en place des habitudes de
recherche et de prise compulsives de drogue.
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Les effets renforcants des prises initiales de cocaine (binge/intoxication), sont sous-tendus
par une activation de la neurotransmission dopaminergique de la voie aire tegmentale ventrale
(ATV)- noyau accumbens (NAC). Chez I’homme, les ¢tudes réalisées en TEP (tomographie
par émission de positrons) montrent que I’amplitude de la libération de dopamine dans le
NAC est corrélée a I’intensité des effets de la cocaine (euphorie, « high »). Au-dela des effets
renforgants, la libération de dopamine dans le NAC joue un réle crucial dans ’attribution de

la saillance des indices contextuels associés a la drogue (Robinson et Berridge 1993).

La période qui suit la consommation de drogue se caractérise généralement par un état
émotionnel négatif (withdrawal/negative affect) (Figure 4) avec des symptdmes tels que

I’irritabilité, la dysphorie et I’anxiété.
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Figure 4: Représentation schématique des substrats neurobiologiques sous-tendant I’état
émotionnel négatif lors du sevrage

Ce circuit comprend des projections de [’amygdale étendue vers le tronc cérébral et ['hypothalamus,
qui sont responsables de la libération de neurotransmetteurs et de peptides impliqués dans le stress et
dans [’apparition des symptomes négatifs lors de [’arrét de la prise de cocaine.
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Cette phase engage [’amygdale étendue (amygdale centrale, BNST, NAC shell),
I’hypothalamus et le systéme nerveux autonome ainsi que la libération de neurotransmetteurs

et de peptides impliqués dans le stress.

Enfin, la recherche et la prise compulsive de cocaine (preoccupation/anticipation
« craving ») (figure 5) reposent sur le recrutement de 1’amygdale et de 1’hippocampe dans le
rappel des propriétés intéroceptives de la drogue et des informations contextuelles qui lui sont
associ¢es. Elles reposent également sur l’engagement du cortex préfrontal dont le
fonctionnement est altéré, a la fois dans son rdle de contréleur des fonctions exécutives, que
dans son role d’équilibre entre les effets néfastes vs renforgants de la cocaine pour produire un

comportement adapté.
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Figure 5 : Représentation schématique des substrats neurobiologiques impliqués dans la
recherche et la prise compulsive de drogue

Cette étape implique le traitement des stimuli conditionnés par la BLA et le traitement des
informations contextuelles par ['hippocampe. Le cortex préfrontal a un role de contrdle exécutif,
d’inhibition de l’action et de prise de décision, et intervient dans la recherche des effets subjectifs de
la drogue.
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De nombreuses neuro-adaptations se mettent en place séquentiellement dans ces
différents circuits cérébraux qui fonctionnent de fagon coopérative, et favorisent la recherche

et la prise compulsive de cocaine, caractéristiques de I’addiction.

L’exposition répétée a la cocaine entraine, en effet, des neuro-adaptations durables, autant au
niveau synaptique (renforcement de la neurotransmission glutamatergique au niveau du
circuit ATV-NAC potentialisant de la libération de dopamine...) que morphologique
(augmentation de I’arborescence dendritique, de I’excitabilité des neurones, modification de
la densité synaptique...) dans les différentes structures « relais » de ces réseaux neuronaux
impliqués dans le cycle de I’addiction (Stuber et al. 2010). Ces neuro-adaptations entrainent
une réorganisation fonctionnelle de ces circuits, a 1’origine de la forte valeur motivationnelle
attribuée aux indices contextuels associés a la drogue et de I’incapacité a inhiber les réponses

compulsives associées a la drogue.

(ii) Anomalies cérébrales retrouvées chez les individus dépendants a la cocaine

Comme nous venons de le voir, 1’addiction a la cocaine s’accompagne d’altérations
morphologiques et fonctionnelles dans des régions cérébrales impliquées non seulement dans
la récompense, mais également dans la mémoire (formation des habitudes, réponses
conditionnées), la motivation et les fonctions exécutives telles que le contrdle inhibiteur, la

prise de décision et I’attribution de la saillance des indices contextuels associés a la drogue.

Les ¢études réalisées en neuro-imagerie chez les usagers chroniques de cocaine révelent
une diminution de volume du cortex préfrontal ventro-médian, de I’amygdale et du noyau
accumbens (voir pour revue Mackey et Paulus 2013). De fagon intéressante, Liu et al. (1998)
montrent une corrélation négative entre la diminution du volume du cortex préfrontal et la
durée de la prise de cocaine, ce qui suggere que 1’altération du volume du cortex préfrontal est

la conséquence, en partie, de I’exposition répétée a la drogue.

Les ¢études en imagerie fonctionnelle par TEP conduites chez les usagers chroniques de
cocaine, en période d’abstinence, montrent une diminution de la libération de dopamine et du
taux de récepteurs dopaminergiques D2 dans le striatum dorsal et le noyau accumbens (voir

pour revue Volkow et al. 2011). La réduction de la neurotransmission dopaminergique dans
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I’ensemble du striatum pourrait contribuer a ’anhédonie et a I’état amotivationnel observé

lors du sevrage.

Ces études révelent, par ailleurs, une réduction de ’activité basale des régions impliquées
dans I’attribution de la saillance des indices associés a la drogue (cortex orbitofrontal) et dans
le contrdle inhibiteur (cortex cingulaire antérieur et cortex préfrontal dorso-latéral) (voir pour
revue Volkow et al. 2011). Par contre, lors de I’exposition a la drogue ou aux indices associés
a sa consommation qui suscitent une envie irrépressible de consommer, les études montrent
une réactivité accrue du cortex préfrontal, orbitofrontal, cingulaire antérieur (Grant et al.
1996 ; Childress et al. 1999 ; Breiter et al. 1997), de I’amygdale (Grant et al. 1996 ;
Childress et al. 1999) et du noyau accumbens (Breiter et al. 1997), et une diminution de la
réactivité du striatum dorsal (Volkow et al. 1999). L hyper-réactivité de ces régions corticales
et limbiques aux indices contextuels associés a la cocaine souligne leur rdle critique dans la

recherche compulsive de drogue et, particuliérement, dans la rechute.

Il a été proposé que 1’altération de la régulation de la neurotransmission dopaminergique
par le cortex orbitofrontal impliqué dans la saillance des indices associés a la drogue et par les
cortex cingulaire antérieur et préfrontal dorso-latéra impliqués dans le contrdle des fonctions
cognitives, puisse sous-tendre la forte valeur motivationnelle attribuée a la cocaine et la perte

de contrdle de la consommation de cette drogue (Volkow et al. 2009).
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Chapitre 4 : Vers une modélisation du lien entre dépression et
vulnérabilité a la cocaine

I. La modélisation de la dépression chez I’animal : intérét d’une

approche préclinique

Compte tenu des limites pratiques et éthiques de la recherche sur I’homme, le
développement de modéles animaux de la dépression est apparu indispensable pour disséquer
les divers aspects de la dépression humaine, comprendre I’origine des altérations affectives et
cognitives observées chez les patients souffrant de cette pathologie, et comprendre la

dynamique des effets thérapeutiques des différents traitements proposés (Pryce et Seifritz

2011).
(1) Comment modéliser les troubles dépressifs ?

La modélisation chez I’animal de la dépression constitue un véritable défi vu la nature
subjective de la majorité des symptomes dépressifs (baisse de 1’estime et de la confiance en
soi, idées suicidaires...), I’hétérogénéité des tableaux cliniques, le manque de tests
diagnostiques basés sur des marqueurs biologiques (imagerie cérébrale, génétique...), et la

faible connaissance de 1’étiologie de cette pathologie (Nestler et Hyman 2010).

Malgré la multitude d’états pathologiques distincts qui constituent la dépression et qui
ne peuvent donc pas étre modélisés au sein d’un seul modele expérimental (Berton, Hahn, et
Thase 2012), il existe des modeles animaux de la dépression qui reposent sur la manipulation
des facteurs étiologiques ou des facteurs de risques connus pour induire des symptomes
comportementaux ou physiologiques chez 1’animal s’apparentant a divers aspects de la

pathologie.

Ces modeles ont ¢été établis suivant différentes approches : manipulations génétiques,
manipulations environnementales, ou criblage sélectif de phénotypes comportementaux

extrémes.
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Les modéles animaux de la dépression sont généralement évalués sur la base des
différents critéres de validité introduits par Willner en 1984 ; ils se référent a trois principaux
criteres : la validit¢ homologique (symptdmes comportementaux, anatomiques ou
biochimiques similaires a ceux de la pathologie étudiée), la validité prédictive (atténuation des
symptomes par des traitements antidépresseurs efficaces en clinique) et la validité étiologique

(induction de symptomes par des facteurs qui les provoquent chez ’homme).

D’autres criteres de validité viennent actuellement s’ajouter aux critéres introduits par
Willner (1984) tels que la validit¢ pathogénique (processus transformant un organisme
initialement sain en organisme vulnérable ou pathologique) et la validit¢ mécanistique
(similarité des mécanismes neurobiologiques sous-tendant les symptomes de la maladie et la

sensibilité aux effets thérapeutiques) (Belzung et Lemoine 2011).

Un modele animal idéal de la dépression devrait remplir tous ces critéres de validité ;
cependant un modele expérimental peut tout de méme étre trés utile méme s’il ne satisfait pas
la totalité¢ de ces critéres (Belzung et Lemoine 2011). En effet, les critéres de validité n’ont
pas la méme importance si le modele expérimental est développé et utilisé pour développer de
nouvelles stratégies thérapeutiques (importance alors de la validit¢ prédictive) ou pour
comprendre les mécanismes neurobiologiques sous-tendant la dépression (importance plutot

des validités homologique et mécanistique).

Parmi les symptomes de la dépression décrit précédemment, il est clair que certains
sont plus facilement appréhendables chez 1’animal ; le tableau 4 ci-dessous met I’accent sur
les symptomes de la dépression qui sont modélisables et mesurables chez 1’animal (adapté de
Nestler et Hyman 2010 et Cryan et Holmes 2005) tandis que d’autres ne le sont pas

(sentiments de dévalorisation ou de culpabilité, pensées suicidaires).
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Critéres Test utilisé Caractéristiques Validité

Symptome clé de la
dépression mais non
Anhédonie Diminution de la consommation de spécifique a cette
(perte de plaisir ou sucrose, de I’interaction sociale, du pathologie Validité
d’intérét dans les comportement sexuel, et de Mesures objectives homologique
activités quotidiennes) I’autostimulation intra-cérébrale Nécessité de contrdles

expérimentaux (activité
locomotrice...)

Symptomes Diminution anormale du poids apres
neurovégétatifs exposition au stress
(homéostatiques) : Architecture anormale du sommeil Symptomes clés de la
(EEG) dépression, mais non
- Altération de‘ Pappétit Difficulté & manipuler les animaux, spécifiques a. cette Vahdlt.e
et du poids, o e, . pathologie homologique
.. . diminution de I’activité locomotrice
-Altération du sommeil
-Agitation ou retard Diminution de I'activité dans la Mesures objectives
psychomoteur cage d’hébergement, et dans la
-Fatigue construction d’un nid
Réponse a I’administration
chronique
Symptomes affectifs NSF (Alimentation supprimée par la d’antidépresseurs Validité
associés a la dépression nouveauté) uniquement prédictive

Probablement meilleur
modéle d’anxiété

Symptomes cognitifs Déficit de mémoire de travail et Validité
spatiale, déficit attentionnel homologique
-Indécision, difficulté a s tat du pel .
penser ou se concentrer Mal'lval.s ctat du pe ag,e aprf:s . Validité
Di 2 8\ o vaporisation d’eau sucrée, suite a .
-Difficulté a réaliser des homologique

I’exposition a des stress chroniques

taches simples

Tableau 4 : Les symptomes de la dépression majeure modélisables chez I’animal (adapté de
Nestler et Hyman 2010 et Cryan et Holmes 2005)

(2) Distinction entre tests et modéles animaux de dépression

11 est important de distinguer un modele animal de dépression et un test de dépression.
Un modele animal est généralement construit sur des manipulations expérimentales qui
conduisent a des changements phénotypiques durables et qui tentent de saisir certains aspects
de la pathologie humaine. Le risque est celui d’une simplification réductrice de la pathologie
et celui d’une interprétation erronée du comportement animal. Il est alors possible de limiter
ces risques en montrant que le comportement de I’animal est corrigé par 1’administration

chronique d’antidépresseurs, et non par d’autres psychotropes.
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Un test correspond quant a lui & une procédure qui permet de mesurer de maniére ponctuelle

une composante de la dépression, ou de détecter un effet pharmacologique.

Certains tests comportementaux basés sur 1I’exposition a un stress aigu ou chronique
ont souvent été a tort considérés comme des modeles de dépression; ils ne constituent pas des
modeles animaux de la dépression, car ils ne reproduisent pas la physiopathologie de la
dépression. Par contre, ils permettent d’évaluer un aspect de cette pathologie, et possédent une
trés bonne validité prédictive permettant d’étudier 1’efficacité de traitements antidépresseurs
sur cet aspect. C’est le cas du test de la nage forcée, du test de suspension par la queue, et du

test de résignation apprise.

Le test de la nage forcée (FST pour Forced Swim Test) (Porsolt, Le Pichon, et Jalfre
1977) et le test de suspension par la queue (TST pour Tail Suspension L )

Test) (Steru et al. 1985) sont basés sur 1’observation que les rongeurs,

=
forcés respectivement a nager dans un espace restreint ou a étre suspendus
A=A
par la queue, cessent de lutter face aux situations dont ils ne peuvent :
v

s’échapper. La durée d’immobilit¢ des animaux dans le FST et le TST est
réduite par les antidépresseurs classiques (tricycliques, ISRS,

ISRN, IMAO, atypiques) (Kulkarni et Dhir 2007) mais également “
par les nouveaux traitements ayant montré une efficacité chez “‘l l &
I’homme tels que la DBS (Hamani et Nobrega 2010) et ‘ ‘ e
I’administration de kétamine (Gigliucci et al. 2013; Ma et al. \,;:,,d
2013).

Cette durée d’immobilité est une indication précise des effets des antidépresseurs mais il

existe plusieurs limites a ces tests :

- L’effet des antidépresseurs est immédiat alors qu’en clinique, leur efficacité ne se

manifeste qu’apres une administration prolongée (Cryan, Page, et Lucki 2005).

- La majorité des antidépresseurs diminuent le temps d’immobilité, a des doses ou ils
sont dépourvus d’effets sur D’activité locomotrice spontanée des animaux (Cryan,
Page, et Lucki 2005), ce qui est interprété généralement comme une diminution du

désespoir comportemental de 1’animal, mais qui peut étre considéré comme une

42



interprétation anthropomorphique. En effet, ce comportement d’immobilité pourrait
correspondre a une réponse adaptative passive, tout aussi efficace qu’une réponse

active.

Le test de résignation apprise (LH pour Learned
Helplessness) congu par (Seligman 1978), est basé sur
I’observation clinique que certains types de dépression

apparaissent au cours de la vie, suite a des expériences répétées

d’événements stressants. Ce test permet d’évaluer le
comportement de résignation d’un animal ayant recu des chocs électriques imprédictibles et
inévitables aux pattes ou a la queue. Il entraine un déficit motivationnel (les animaux ne
cherchent pas a échapper aux chocs), cognitif (ils ne tirent pas parti du signal annongant le
choc) et émotionnel (ils restent passifs). Ce test entraine également des altérations
neurovégétatives mises en évidence dans la dépression, comme une altération du sommeil
paradoxal, une diminution de I’appétit, du poids corporel et du comportement sexuel, et une
augmentation du taux basal de corticostérone plasmatique (Yan et al. 2010). Cependant, les
changements comportementaux sont de courte durée et ne persistent que 10 (Chourbaji et al.
2005) a 21 jours (Valentine et al. 2008), suivant la procédure de LH. La latence a échapper
aux chocs électriques est réduite par I’administration d’antidépresseurs (tricycliques, SSRI,

IMAQO, atypiques) (Martin, Soubrie, et Simon 1987).

II.  Outils chez ’animal pour modéliser la vulnérabilité aux drogues

L’¢tude de I’addiction chez 1’animal a permis I’émergence de nombreux paradigmes
comportementaux couramment utilisés en laboratoire pour modéliser la vulnérabilité a
I’addiction et la rechute (Sanchis-Segura et Spanagel 2006). Toutefois, cette pathologie
strictement humaine fait intervenir des aspects psychologiques uniquement présents chez
I’homme. Il n’existe actuellement pas de modéle animal intégrant tous les aspects de
I’addiction mais chaque modé¢le tente de reproduire certains aspects de son développement, et

permet une meilleure compréhension des mécanismes sous-tendant 1’addiction et la rechute.

Il existe des méthodes qui mesurent les effets psychomoteurs des drogues (sensibilisation

comportementale) et d’autres qui étudient les propriétés récompensantes ou renforgcantes des
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drogues (protocoles d’auto-administration et de préférence de place conditionnée), en
modélisant 1’attrait, la motivation et la compulsion des animaux pour les effets plaisants de la
drogue. D’autres méthodes se focalisent sur la modélisation de la recherche de drogue et la
rechute (protocoles d’extinction et de réinstallation du comportement de recherche de

drogue).

Ne seront développés dans cette partie que les méthodes utilisées pour modéliser la
vulnérabilité aux drogues dans les mod¢les animaux de dépression. Toutefois, I’accent sera
tout de méme mis sur le modele des 3 criteres développé par Deroche-Gamonet, Belin, et

Piazza (2004) qui constitue actuellement I’unique modele d’addiction.

(1) Mesure des effets psychomoteurs des psychostimulants : le phénoméne de

sensibilisation comportementale

La sensibilisation comportementale est définie comme I’augmentation progressive de la
réponse comportementale induite par des administrations répétées d’une méme dose de
drogue. En particulier, chez les animaux sensibilisés a la drogue, une injection de
psychostimulant, réalisée aprés une période de sevrage plus ou moins longue, provoque une
activité locomotrice accrue par rapport a I’activité mesurée lors de la premiere exposition a

cette méme dose de drogue.

Ce phénomene, qui persiste apreés de longues périodes de sevrage (Paulson, Camp, et
Robinson 1991), est considéré, par certains auteurs, comme un modele pour mesurer
I’intensification du désir de la drogue qui serait responsable de sa prise ultérieure par les
toxicomanes (Pierce et Kalivas 1997; Vanderschuren et Kalivas 2000) mais plus généralement
comme un modele d’étude des modifications neurobiologiques a long terme induites par

I’exposition répétée aux drogues.

(2) Le paradigme d’auto-administration

Le paradigme d’auto-administration, développé par Weeks (1962) et défini a la base comme

un modele prédictif du pouvoir addictif d’une substance (Collins et al. 1984) est, sans
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conteste, I’un des modeles animaux les plus adaptés pour étudier les propriétés renforcantes et

la motivation des animaux pour obtenir la drogue.

Dans les procédures d’auto-administration intraveineuse, un cathéter, implanté¢ dans la
veine jugulaire, permet a I’animal de s’auto-administrer une dose unitaire de substance
psychoactive, aprés avoir appuyé sur un levier actif ou inséré son museau dans une trappe
(nose-poke). Les injections sont généralement associées a des indices environnementaux
sonores et visuels, qui, au fur et & mesure des prises, acqui€rent une valeur motivationnelle

(Laviolette et van der Kooy 2004).

La procédure d’auto-administration peut étre modifiée par différents régimes de
renforcements : il existe des ratios fixes de renforcements (FR) dans lesquels 1’animal doit
compléter un nombre fixe de réponses imposé par 1’expérimentateur, et des ratios progressifs
de renforcements (PR) dans lesquels le nombre de réponses requises pour obtenir la drogue
est augmenté jusqu’a ce que I’animal cesse de fournir I’effort nécessaire pour obtenir une
injection. La mesure du point de rupture représente un index fiable pour mesurer la motivation
de I’animal et se rapproche des efforts actifs menés par un sujet dépendent pour accéder a la

drogue (Thomsen et Caine 2007).

La procédure d’auto-administration permet €galement de modéliser I’incapacité a limiter la
consommation de drogue. Aprés un acces prolongé quotidien a la drogue, certains animaux
développent une escalade de la prise de substance psychoactive, et une forte vulnérabilité a la
rechute (rats long access ou LgA), par rapport a des animaux soumis a un acces limité (rats

short access ou ShA) (Ahmed et Koob 1998).

La procédure d’auto-administration a ¢été récemment complexifiée afin d’étudier la
transition d’un usage contr6lé a un usage compulsif (Deroche-Gamonet, Belin, et Piazza
2004). En effet, entrainer un animal a s’auto-administrer la drogue ne suffit pas a modéliser

un comportement de prise compulsive.

La procédure développée par Deroche-Gamonet et ses collaborateurs se base sur la
modélisation de trois criteres majeurs de la symptomatologie de 1’addiction ; I’apparition de

comportements similaires a ceux définissant I’addiction selon le DSM 1V est étudiée chez des
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animaux s’auto-administrant librement de la cocaine par voie intraveineuse pendant environ

trois mois :

o« Le sujet éprouve des difficultés a refréner la recherche de drogue » : mesure
du maintien de la recherche de drogue alors qu’elle est signalée indisponible

o« Le sujet montre une trés grande motivation pour la drogue, ses activités se
focalisent sur la recherche et la consommation de substance » : utilisation
d’un ratio progressif et mesure du point de rupture

e « L'usage de la drogue est maintenue malgré les conséquences néfastes » :
mesure du maintien de la demande de cocaine alors que son obtention est

associée a une punition

(3) La préférence de place conditionnée

Le test de préférence de place conditionnée (CPP pour Conditioned Place Preference), est
un paradigme trés largement utilisé pour étudier les propriétés récompensantes des drogues
(Tzschentke 1998; Tzschentke 2007; Cunningham, Gremel, et Groblewski 2006; Liu et al.
2008). 11 est basé sur un apprentissage associatif de type pavlovien, lors duquel un stimulus
positif (la drogue) est associ¢ a des indices environnementaux originellement neutre (un
compartiment du dispositif de CPP ou I’animal recoit la drogue). Le dispositif de CPP est
généralement constitu¢ de deux (ou trois) compartiments distincts par des indices visuels,
tactiles et/ou olfactifs qui permettent a I’animal d’associer les indices environnementaux aux

effets plaisants de la drogue. Le protocole de CPP est divis¢ en trois étapes (Figure 6).

Une phase de prétest, appelée également phase de pré-conditionnement, donne a 1’animal
le libre acces aux compartiments de 1’appareil. Cette phase permet de déterminer la préférence
spontanée de 1’animal pour I’un ou I’autre des différents compartiments. Il est bon de noter
qu’il existe des protocoles non biaisés, dans lesquels tout animal ayant une forte préférence
innée pour un environnement est ¢liminé de I’étude, des protocoles biaisés dans lesquels la
forte préférence spontanée de 1’animal est contrebalancée en injectant la drogue dans le

compartiment que celui-ci préfére le moins.
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Drug Choice
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|
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lors desquelles I’animal est g N \ V/
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confiné dans un compartiment et

Vehicle

recoit passivement la drogue, et \” As e o o "”'
. , [ RN
alternativement est confiné dans ' sy " 1y

I"autre compartiment et re¢oit une |,
solution saline. Cette phase |/
permet I"association des indices Figure 6 : Protocole de CPP (Laviolette et Van der Kooy, 2004)

contextuels aux effets plaisants o ) o
La drogue est administrée dans un compartiment distinct par des

de la drogue, et de leur conférer indices visuels, tactiles et/ou olfactifs, et la préférence pour le
compartiment associé a la drogue est déterminée lors du test par le

une valeur motivationnelle. , . , o
temps passé dans le compartiment préalablement associé a la

drogue.

Enfin, une phase de test donne de nouveau a l’animal le libre accés aux deux
compartiments, et la préférence de place pour le compartiment associé a la drogue est évaluée.
Le score de préférence pour la drogue est généralement déterminé par la différence de temps
pass¢ dans le compartiment préalablement associé a la drogue avant et aprés le
conditionnement. Si la drogue est renforcante, alors 1’animal passera plus de temps dans

I’environnement associé a la drogue.

Le test de CPP ne représente pas un modele d’addiction a proprement parler, puisque

la drogue est imposée par 1I’expérimentateur. En revanche, il permet d’évaluer la perception
b b . r M . by . .

qu’a l’animal de la valeur récompensante intrinseque de la drogue, ainsi que la valeur

motivationnelle acquise par les indices environnementaux associés a 1’administration de la

drogue, ceux-ci étant considérés comme des facteurs importants de reprise de drogues et de

rechute chez ’homme et chez 1’animal.

Par ailleurs, il a été montré que la préférence de place associée a la drogue peut durer des
mois apreés le dernier conditionnement, mettant en évidence le caractére persistent de

I’apprentissage réalis¢ (Mueller et Stewart 2000).
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(4) Modélisation de recherche de drogue et de rechute

Des protocoles d’extinction et de réinstallation de recherche de drogue ont été
développés a partir des modeles d’auto-administration intraveineuse de drogue, et de
conditionnement de préférence de place, afin de modéliser la rechute (Anker et Carroll 2011).

Apres I’exposition a la drogue, les animaux sont confrontés a plusieurs sessions
d’extinction du comportement de recherche de drogue, lors desquelles ils sont placés dans le
contexte préalablement associé¢ a celle-ci, mais en son absence. Une fois le comportement de
recherche de drogue éteint, la rechute peut étre induite par la réexposition a la drogue elle-
méme, par un stress ou par les indices environnementaux associ€és a son administration
(Shaham et al. 2003). La réinstallation du comportement de recherche de drogue, induit par la
ré-exposition a 1I’un de ces trois facteurs, constitue un modele d’étude des mécanismes

impliqués dans I’envie irrépressible de drogue et la rechute (De Vries et al. 1998).

III. La vulnérabilité aux drogues dans les modeles animaux de

dépression

Ce paragraphe vise a synthétiser les principales données de la littérature traitant des relations
entre phénotype dépressif induit chez le rongeur et vulnérabilit¢ aux drogues

psychostimulantes (cocaine, amphétamine et nicotine) et a 1’alcool.

(1) Utilisation des modéles environnementaux

La manipulation de I’environnement au cours de la période périnatale ou adulte, en
faisant subir a I’animal des expériences négatives (stress psychosociaux ou physiques, défaite
sociale, séparation maternelle précoce...) a conduit a la création de nombreux modeles
animaux de dépression reproduisant la confrontation a des événements stressants qui constitue
un important facteur de risque environnemental associé¢ a la dépression chez I’homme (Keller

1997; Kendler et Karkowski-Shuman 1997; Kessler, Davis, et Kendler 1997).

Des travaux récents montrent de plus que le stress pourrait interagir avec les facteurs de risque

génétiques pour accroitre la susceptibilité a la dépression (Caspi et al. 2003).
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() Utilisation des modéles de dépression basés sur ’exposition a des stress

environnementaux

Les stress chroniques modérés imprédictibles (CUMS pour chronic unpredictible
mild stress) constituent un paradigme trés largement utilisé (Katz, Roth, et Carroll 1981;
Willner et al. 1987) pour induire, par une exposition répétée a des stress d’intensité moyenne,
un phénotype dépressif. Les procédures de CUMS impliquent différents types de causes de
stress (période sans eau ou nourriture, modification de 1’alternance du cycle lumicre-
obscurité, changement de partenaires dans la cage...) et induisent, sur la durée, de nombreux
changements comportementaux et physiologiques ressemblant aux symptomes observés dans
la dépression (Willner 1997). A la différence des procédures de stress chroniques prédictibles,
la nature aléatoire des stress du CUMS empéche la mise en place d’adaptations
compensatoires et induit un phénotype dépressif marqué et durable. Le CUMS, initialement
développé chez le rat, a été adapté a la souris afin de tirer profit des variabilités inter-souches

pour explorer la contribution du fond génétique, et d’utiliser des animaux transgéniques.

Outre sa validité étiologique, le CUMS posséde une bonne validité prédictive puisque
les symptomes dépressifs tels que I’état anhédonique sont supprimés par I’administration
chronique d’antidépresseurs et une bonne validité homologique car il induit de nombreux
symptomes observés dans la dépression (Willner 1997). Cependant il existe une grande
variabilité de résultats entre laboratoires, probablement due au choix des modalités de stress et
a leur durée, et au choix de la souche de rongeurs. Ce modele animal de dépression reste

néanmoins parmi les modeles animaux de dépression les plus utilisés.

Par contre, concernant la vulnérabilit¢ aux drogues, les études sont peu nombreuses et
fournissent des résultats assez contradictoires (Tableau 5). Si les animaux soumis a une
procédure de CUMS montrent une diminution de la sensibilité aux effets moteurs aigus de la
cocaine (3Haile, GrandPre, et Kosten 2001, 4Alraujo et al. 2003), ceux-ci sont plus vulnérables
aux effets renforcants de la cocaine (‘Haile, GrandPre, et Kosten 2001), mais pas de
I’amphétamine ('Papp, Willner, et Muscat 1991, *Papp, Muscat, et Willner 1993), dans le test

de préférence de place conditionnée (CPP).
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animal Récompense motricité

Pendant 0,5-1 . 1
o 4 sem. PUCMS | mg/kg i.p. rat Lister Hooded & | CPP
amphétamine Pondant 05
endan , . 2
4 sem. PUCMS | mg/kgi.p. rat Lister Hooded & | CPP
mg /Z(’éi p 1 Locomotion®
10j. | 24 h aprés 5 “— rat Sprague-Dawley
cocaine mg/kg i.p. + CPP?
. \ 10 . -
14 j. 24 h apres mg/kg i.p rat Wistar ¢ @ Locomotion

Tableau 5 : Vulnérabilité aux drogues psychostimulantes (cocaine, amphétamine) chez les

animaux soumis a une procédure d’UCMS

1Papp, Willner, et Muscat 1991, 2Papp, Muscat, et Willner 1993 3Haile, GrandPre, et Kosten 2001, 4Araujo et
al. 2003

Il est important de noter que dans ces études, les tests de vulnérabilité aux drogues ont été
réalisés pendant ou juste apres la procédure de CUMS ; les résultats reflétent donc autant les
conséquences immédiates d’un stress que 1’impact d’un phénotype dépressif. Compte tenu de
cette limitation et du faible nombre d’études effectuées sur ce modele, il est difficile de

conclure quant au lien entre phénotype dépressif et vulnérabilité aux drogues.

(ii) Utilisation des modeéles de dépression basés sur les interactions sociales

Des paradigmes expérimentaux utilisent des expériences sociales négatives, comme la
défaite sociale répétée, ou des stress précoces comme I’isolement social ou la séparation
maternelle pour induire a 1’age adulte des troubles comportements se rapprochant d’un état
dépressif. Ces deux derniéres approches présentent ’avantage de dissocier les périodes
d’exposition au stress (périodes postnatale ou d’adolescence) et la période d’étude de la

vulnérabilité aux drogues a 1’age adulte.

La défaite sociale est un modéle animal basé sur le stress
induit par la rencontre entre deux males adultes, au cours de laquelle
un male est quotidiennement introduit dans le territoire d’un autre
male agressif, et attaqué et battu par le résident. Ce modéle permet

d’induire une diminution des interactions sociales, une anhédonie
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(Rygula et al. 2005; Venzala et al. 2012), accompagnées de modifications endocriniennes,
physiologiques et neurobiologiques, mimant les symptomes dépressifs et anxieux observés
chez ’homme (Buwalda et al. 2005). Toutes ces altérations sont corrigées par I’administration
chronique de différents traitements antidépresseurs (Rygula et al. 2008; Venzala et al. 2012),
toutefois la validit¢ de ce modele pour I’étude de la dépression dépend des conditions
expérimentales (Chaouloff 2013). En effet, malgré une bonne validité étiologique, ce modéle
nécessite selon les modalités une exposition de 10 a 30 jours a un congénere agressif pour

induire un phénotype dépressif marqué.

Il est donc crucial de distinguer les protocoles de défaite sociale réalisée de facon courte et
intermittente, qui induisent des effets délétéres chez 1’animal mais peu spécifiques de la
dépression, des protocoles de subordination sociale réalisée de fagon continue qui induisent
des altérations comportementales et neurobiologiques similaires a celles observées dans la
dépression (Klaus A Miczek, Yap, et Covington 2008; Klaus A Miczek, Nikulina,
Shimamoto, et al. 2011).

Il est a noter que ce protocole de défaite sociale est peu utilisable chez les femelles puisqu’il
joue sur l’instinct territorial plus spécifique aux males (Haller, Makara, et Kruk 1998). Par
ailleurs, il permet d’étudier le phénoméne de résilience, puisqu’un faible nombre d’animaux,
soumis au stress de défaite sociale, ne développe pas d’altérations comportementales et

neurobiologiques.

La majorité des études sur les interactions entre défaite sociale et consommation de drogues a
¢té réalisée sur des animaux soumis de fagon courte et intermittente a une défaite sociale,
généralement quatre a cinq confrontations a un male dominant sur une période de 10 jours.
Avec ce paradigme, les données expérimentales sont assez nombreuses, dans ’ensemble
cohérentes et sont en faveur d’un accroissement de la vulnérabilité aux psychostimulants chez

les rats ou souris soumis a une défaite sociale épisodique (Tableau 6).
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‘ drogue dose animal récompense motricité
1 mg/kg i.p. rat Long-Evans & 1 Sensibilisation’'
amphétamine
2 mg/kg i.p. rat Long-Evans & 1 Sensibilisation
0,32 mg/kg nose poke rat Sprague-Dawley & Q 1 auto-administration®
0,031 or 0,125 mg/kg i.v. rat Long-Evans & 1 auto-administration®
0,75 mg/kg i.v. rat Long-Evans & 1 auto-administration®
0,75 mg/kg i.v. 1 auto-administration®
rat Long-Evans J
7,5 ou 10 mg/kg 1 Sensibilisation®
0,75 mg/kg i.v. 1 auto-administration’
rat Long-Evans &
7,5 ou 10 mg/kg 1 Sensibilisation’
0,75 mg/kg i.v. rat Long-Evans & + auto-administration®
cocaine 0,3 mg/kg i.v. 1 auto-administration’
rat Long-Evans &
10 mg/kg i.p. 1 Sensibilisation’
10 mg/kg i.p. ) auto-administration'’
rat Long-Evans &
0,3 mg/kg i.v. 1 Sensibilisation'’
10 mg/kg i.p. 1 auto-administration""
rat Long-Evans & "
0,3 mg/kg i.v. 1 Sensibilisation
. 1 épisodique / | chronique
0,31 mg/kg i.v. auto-administration'
rat Long-Evans &
. 1 épisodique / @ chronique
10 mg/kg i.p. locomotion'?
12% oral rat Wistar & @ | consommation™
15% oral rat Long-Evans | consommation'*
alcool "
6% oral rat Long-Evans 1 consommation
8% oral souris C57BL/10 1 consommation'®

Tableau 6 : Vulnérabilité aux drogues psychostimulantes (cocaine, amphétamine) et a I’alcool

chez les animaux soumis a une procédure de défaite sociale

'Nikulina et al. 2004 ; *Covington et Miczek 2001 ; *Haney et al. 1995 ; *Miczek et Mutschler 1996° ° Covington
et Miczek 2005 ; *Covington et Miczek 2001 ; "Miczek et al. 2011 ; *Tidey et Miczek 1997 ; *Holly et al. 2012 ;
OCruz et al. 2011 N ”Quadros et Miczek 2009 ; 2Miczek et al, 2011 ; BFEunk et al. 2005 : “yan Erp et Miczek
2001 ; " Caldwell et Riccio 2010 ; "°Croft et al. 2005

En effet, on observe chez les animaux soumis a une défaite sociale épisodique, une plus

grande sensibilité aux effets psychomoteurs de I’amphétamine et de la cocaine : on parle dans

ce cas de sensibilisation croisée aux psychostimulants ; une plus grande facilité a acquérir le
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comportement d’auto-administration de cocaine par voie intraveineuse ainsi qu’une plus
grande motivation a obtenir cette drogue. En ce qui concerne I’alcool, les données, peu
nombreuses, montrent une altération de la consommation d’alcool chez les animaux soumis a
des défaites sociales mais ne permettent pas de déterminer la vulnérabilité a I’alcool dans ce

modeéle animal.

Dans une étude récente, '“Miczek et al, 2011 montrent que si ces protocoles de défaite sociale
épisodique favorisent la consommation de cocaine, ce n’est plus le cas si les animaux sont
soumis a une situation de subordination sociale chronique, et présentent alors un phénotype de
type dépressif trés marqué (diminution de la prise de poids, de la consommation de solution

sucrée, de I’activité exploratoire, ...).

Les résultats de ces études permettent de conclure a une augmentation de la vulnérabilité aux
drogues psychostimulantes chez les animaux exposés, de facon intermittente, au paradigme de

défaite sociale.

Concernant la négligence parentale, le modele de
séparation maternelle est basé sur la séparation de la mere et
de ses petits pendant des périodes désignées entre la premiére et

la troisieme semaine postnatale. Cette procédure implique que

les petits sont privés quotidiennement des soins maternels (3 a 4

heures par jour) pendant une période critique pour leur développement physique et
émotionnel, et que le comportement maternel devient inadapté en raison des séparations. Il a
été montré que ce type de séparation maternelle chez le rat augmente les comportements
anxieux et de type dépressif a I’age adulte (augmentation de I’immobilité dans les épreuves de
FST et TST, diminution de la motivation pour 1’obtention d’une récompense sucrée (Riiedi-
Bettschen et al. 2005; Veenema et al. 2006, Lambas-Senas et al. 2009). De courtes
séparations maternelles (15 minutes par jour) conférent au contraire une résilience a la
dépression (Lyons, Parker, et Schatzberg 2010). Chez la souris, les effets de la séparation
maternelle dépendent beaucoup de la souche (Millstein et Holmes 2007).

Bien qu’il existe quelques données contradictoires dans la littérature, la majorité des résultats

suggere qu’'une séparation maternelle de longue durée entre la premicre et la troisieme
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semaine postnatale augmente la sensibilité aux drogues psychostimulantes et a 1’alcool, a

I’age adulte (Moffett et al. 2007) (Tableau 7).

récompense motricité

drogue dose animal
amphétamine 25 mg/L oral 1 consommation’
rat Long-Evans 1
100 mg/L oral @ consommation
1 mg/kg i.v. @ Locomotion®
rat Sprague-Dawley ¢ 5
6 * 1 mg/kg i.v. | sensibilisation
: ) 13719
0,5 mg/kg i.v. rat Sprague-Dawley auto-administration’®
0,25 or 0,5 mg/kg i.v. | rat Sprague-Dawley & | 1 auto-administration®
cocaine 0,05 mg/kg i.v. rat Lister-Hooded § Q | | auto-administration®
10 mg/kg 4 Locomotion®
souris CFW & Q
10%10 mg/kg ) sensibilisation®
10-20 mg/kg rat Long-Evans 1 Locomotion’
10 mg/kg i.p. Souris CFWJ Q 1 Locomotion®
. . 13/09
*
10*10 mg/kg i.p. Souris CFWJ'Q Sensibilisation®
100 mg/L oral rat Long-Evans @ consommation’
alcool 20% oral rat Wistar i consommation’
8% oral rat Long-Evans & i consommation'’

Tableau 7 : Vulnérabilité aux drogues psychostimulantes (cocaine, amphétamine) et a I’alcool

chez les animaux soumis a une séparation maternelle de longue durée

"Vazquez, Giros, et Daugé 2006 ; °Li, Robinson, et Bhatnagar 2003 ; °T. A. Kosten, Zhang, et Kehoe 2004 ; 'T.
A. Kosten, Miserendino, et Kehoe 2000 ; *Matthews et al. 1999 ; “Kikusui, Faccidomo, et Miczek 2004; "Meaney,
Brake, et Gratton 2002 ; 8Kikusui, Faccidomo, et Miczek 2005 ; g Daoura, Haaker, et Nylander 2011, Huot et
al. 2001

Cela se traduit, chez les rongeurs males, par une augmentation de la consommation orale
d’amphétamine (' Vazquez, Giros, et Daugé 2006) et d’alcool ("Daoura, Haaker, et Nylander
2011; '"“Huot et al. 2001 sauf 1Vazquez, Giros, et Daugé 2006), une potentialisation des effets
psychomoteurs (8Kikusui, Faccidomo, et Miczek 2005; °Kikusui, Faccidomo, et Miczek 2004;
"Meaney, Brake, et Gratton 2002) et renforgants des psychostimulants (°T. A. Kosten, Zhang,
et Kehoe 2004), et une plus grande facilité a acquérir le comportement d’auto-administration
intra-veineuse de cocaine (4T. A. Kosten, Miserendino, et Kehoe 2000 sauf *Matthews et al.

1999). Chez les rongeurs femelles, les résultats montrent une diminution de la sensibilité aux
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effets psychomoteurs (°Li, Robinson, et Bhatnagar 2003) et récompensants de la cocaine CT.

A. Kosten, Zhang, et Kehoe 2004).

Ces différences de vulnérabilité aux drogues, notées selon le sexe de I’animal, pourraient étre
expliquées en partie par I’'influence des hormones ovariennes dans les comportements

associés a la consommation de drogues.

Concernant les conditions d’hébergement des animaux en
laboratoire, le modéle d’isolement social basé sur la séparation des
animaux dés la fin de la période sevrage, ne leur permettant aucune

interaction sociale pendant plusieurs semaines, entraine des

perturbations comportementales a 1’age adulte, liées a un état anxieux et
dépressif, et des altérations neurobiologiques similaires a celles observées dans la dépression

(Fone et Porkess 2008).

Les études sur la vulnérabilité aux drogues chez des animaux adultes isolés socialement des la

fin du sevrage, sont relativement nombreuses et cohérentes (Tableau 8).

Il a été montré que les animaux isolés acquierent plus rapidement le comportement d’auto-
administration d’amphétamine ('Bardo et al. 2001; *Schenk, Robinson, et Amit 1988) et de
cocaine ("Howes et al. 2000; °Gipson et al. 2011; "Schenk et al. 1987; *Boyle et al. 1991) que
les animaux témoins. Ils expriment également une CPP plus forte pour 1’amphétamine.
(*Whitaker, Degoulet, et Morikawa 2013) et la cocaine (*Zakharova et al. 2009 sauf “Bowling
et Bardo 1994). 1l existe ¢galement un consensus pour I’alcool puisque les ¢tudes montrent
une vulnérabilité accrue a cette drogue (loAdvani, Hensler, et Koek 2007; 11Wolffgmmrn

1990; 12Schenk, Gorman, et Amit 1990; BWhitaker, Degoulet, et Morikawa 2013).

Ces études soulignent aussi I’importance de la durée d’isolement et de 1’age de ’animal, au
moment ou I’isolement social est réalis¢, sur les comportements associés a la prise de drogue.
L’incidence est plus forte si I’isolement social a lieu pendant la période d’adolescence qu’a

I’age adulte (Whitaker, Degoulet, et Morikawa 2013), et s’il dure au moins une semaine.
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animal récompense motricité
0,03 mg/kg i.v. rat Sprague-Dawley & Q | 1 auto-administration’
0.004-0.25 mg/kg i.v. rat Long-Evans & O auto-administration
amphétamine
5 mg/kg i.p. rat Sprague-Dawley & 1 CPP?
0,5-2 mg/kg s.c. rat Sprague-Dawley o cpp*
0,083-1,5 mg/kg i.v. rat Lister-Hooded & i auto-administration®
0,1 mg/kg i.v. rat Sprague-Dawley & 1 auto-administration®
0,1-1 mg/kg i.v. O auto-administration’
cocaine
0,04 mg/kg i.v. O auto-administration®
rat Long-Evans &
10 mg/kg i.p. | Locomotion®
5-10 mg/kg i.p. rat Sprague-Dawley & 1 CPP°
5% oral souris C57BL/6 & i Consommation'®
20% oral rat Wistar 1 Consommation''
alcool
5-20 % oral 4 Consommation'
0,5 g/kg 15% v/v rat Sprague-Dawley + Cpp"

Tableau 8 : Vulnérabilité aux drogues psychostimulantes (cocaine, amphétamine) et a I’alcool

dans le modéle d’isolement social

"Bardo et al. 2001; *Schenk, Robinson, et Amit 1988 ; *Whitaker, Degoulet, et Morikawa 2013 ; *Bowling et
Bardo 1994 ; *Howes et al. 2000; 6Gips0n et al. 2011; "Schenk et al. 1987; 8Boyle etal 1991 ; *Zakharova et al.
2009 ; ]OAdvani, Hensler, et Koek 2007; ”Wolﬁ"gmmm 1990; ”Schenk, Gorman, et Amit 1990; ”Whitaker,
Degoulet, et Morikawa 2013

Les résultats des ¢tudes chez les animaux isolés socialement, pendant une période critique de
leur développement, montrent clairement une augmentation de la vulnérabilité aux drogues

psychostimulantes et a 1’alcool.

De ’ensemble de ces études, il ressort que les animaux ayant subi des expériences sociales
négatives précoces ou a l’dge adulte présentent une plus forte vulnérabilité aux drogues
psychostimulantes et a ’alcool. Cependant, il faut rester prudent, dans certains cas, sur
Uinterprétation de la relation entre phénotype dépressif et vulnérabilité aux drogues ; en
effet, dans un certain nombre d’études basées sur le CUMS ou la défaite sociale

intermittente, le phénotype dépressif des animaux est peu ou pas toujours bien caractérisé.
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(2) Modeles génétiques

Plusieurs approches génétiques ont été adoptées pour construire des modeles animaux
de la dépression. Parmi celles-ci, il faut distinguer les souris transgéniques, dont a supprimé
ou surexprimé un géne que 1’on pense impliqué dans la dépression, les lignées de rongeurs
présentant de fagon spontanée des caractéristiques phénotypiques ressemblant a la dépression
humaine, et les animaux sélectionnés sur la base de leurs phénotypes comportementaux

extrémes dans les tests de dépression.

(@) Utilisation des souris transgéniques construites a partir d’un géne que [’on

pense étre impliqué dans la dépression

L’implication de la transmission sérotoninergique dans la physiopathologie de la
dépression a conduit a la création de lignées de souris transgéniques dans lesquelles un gene,
li¢ a la fonction sérotoninergique et influengant la susceptibilité a la dépression, est invalidé
par recombinaison homologue (Dominguez-Lopez, Howell, et Gobbi 2012). Ces modeles
visent & mieux comprendre la relation complexe entre génes, comportement et 5-HT dans la
dépression. Ainsi, il semblerait que I’invalidation de geénes, comme celui du 5-HTT,
entrainant une diminution de la fréquence de décharge des neurones 5-HT du noyau du raphé
dorsal (DRN) chez I’adulte induise un comportement anxieux et dépressif, et qu’a 1’inverse
I’invalidation de génes, comme celui du 5-HT4, entrainant une augmentation de la fréquence
de décharge de ces neurones proteégerait de la dépression (Dominguez-Lopez, Howell, et

Gobbi 2012).

Les souris KO pour le 5-HTT (Slc6a4-/-) ont été proposées comme modele
expérimental pour étudier les mécanismes d’action des antidépresseurs, puisque 1’absence de
5-HTT lors du développement entraine un comportement anxieux et dépressif a 1’age adulte.
Cependant, les études chez la souris montrent que le phénotype anxio-dépressif est fortement
influencé par le fond génétique de 1’animal dans lequel I’invalidation du géne codant le 5-
HTT a été réalisée. Il a été montré par exemple que les souris Slc6a4-/- de souche CDI1 sont
plus susceptibles de développer un phénotype de type dépressif et une anhédonie que les

souris Slc6a4-/- de souche C57BL/6J (Zhao et al. 2006).
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Tres peu d’études sur la vulnérabilité aux psychostimulants chez les souris Slc6a4-/- ont été
entreprises. Un probléme réside dans la pertinence d’¢tudier [’effet de drogues
psychostimulantes chez des animaux dont il manque une des cibles majeures, le transporteur

de la sérotonine.

(i) Modeéles empiriques

D’autres modeles animaux de dépression sont considérés comme empiriques, car non
fondés sur I’objectif de reproduire 1’étiologie de la pathologie humaine mais sur 1’observation

fortuite d’un phénotype dépressif.

C’est le cas, par exemple, des rats dont on a retiré les bulbes olfactifs. La bulbectomie
olfactive ¢limine un sens crucial pour 1’animal (recherche de nourriture, orientation dans
I’environnement, évaluation du risque, identification de partenaires ou d’ennemis...), et
conduit a des altérations comportementales et neurobiologiques similaires a celles observées
chez les patients souffrant de dépression (Kelly, Wrynn, et Leonard 1997; Song et Leonard
2005). 11 a été montré par exemple chez les rats bulbectomisés (rats OBX) une hyperactivité
lorsqu’ils sont exposés a un nouvel environnement, une anhédonie, un déficit d’interaction
sociale et une vulnérabilité accrue au stress, certaines de ces altérations étant corrigées par

I’administration chronique d’antidépresseurs.

Il semblerait que les altérations comportementales observées ne soient pas la simple
conséquence de la perte du sens olfactif (elles ne sont pas reproduites par 1’induction
temporaire d’une anosmie périphérique), mais plutdot d’une réorganisation neuronale au
niveau de certaines structures limbiques comme 1’amygdale et 1’hippocampe considérées
comme jouant un role essentiel dans la pathologie des troubles affectifs. Il existe en effet une
forte connectivité entre les bulbes olfactifs et de nombreuses structures limbiques (Song et
Leonard 2005); la dégénérescence des bulbes olfactifs entraine une perte neuronale au niveau
du DRN, de ’amygdale et de I’hippocampe (Nesterova et al. 1997; Carlsen, De Olmos, et
Heimer 1982).

Concernant la vulnérabilité aux drogues des animaux bulbectomisés, les résultats sont

relativement peu nombreux (Tableau 9).
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récompense Motricité

0,1-0,25 mg/kg i.v. | rat Sprague-Dawley & | 1 auto-administration’
amphétamine 1-3 mg/kg i.p. rat Sprague-Dawley & 1 Locomotion®
1 mg/kg i.p. rat Sprague-Dawley ¢ | Locomotion®
7*10 mg/kg i.p. rat Sprague-Dawley & 1 Sensibilisation®
cocaine 7*15 mg/kg i.p. rat Sprague-Dawley & 1 Sensibilisation®
42,5 mg/kg - 4 souche N/Nih & o CpP*

Tableau 9 : Vulnérabilité aux drogues psychostimulantes (cocaine, amphétamine) chez les rats

bulbectomisés

"Holmes et al. 2002 ; *van Riezen, Schnieden, et Wren 1977 ; SRomeas et al. 2009 K 4Slattery, Markou, et Cryan
2007 ; >Chambers, Sheehan, et Taylor 2004 ; *Calcagnetti, Quatrella, et Schechter 1996

Plusieurs études montrent une augmentation de la sensibilité des rats OBX aux effets moteurs
de I’'amphétamine (*van Riezen, Schnieden, et Wren 1977 sauf *Romeas et al. 2009) et de la
cocaine (*Slattery, Markou, et Cryan 2007 et Chambers, Sheehan, et Taylor 2004). Ils
montrent ¢également une augmentation de la sensibilit¢é aux effets récompensants de
I’amphétamine dans le paradigme d’auto-administration intraveineuse ('Holmes et al. 2002) et
de la cocaine dans le test de préférence de place conditionnée (6Calcagnetti, Quatrella, et
Schechter 1996). Les résultats des études chez les animaux bulbectomisés montrent ainsi une
augmentation de la vulnérabilit¢ aux effets moteurs et renforcants des drogues
psychostimulantes, ce qui en fait un bon modele pour 1’étude du lien entre dépression et

addiction aux drogues.

Overstreet et coll ont entrepris en 1986 une reproduction dirigée de rats Sprague-Dawley
avec pour objectif initial de créer une souche de rats résistants a un agent
anticholinesterasique (le diisopropylfluorophosphate ou DFP). Il s’est avéré que les rats
présentant une forte réponse au DFP (FSL ; Flinders Sensitive Line) par rapport aux
animaux résistants (FRL ; Flinders Resistant Line) pouvaient constituer un mod¢le animal
génétique de dépression, puisqu’ils manifestent une réponse exagérée au stress, des
modifications du sommeil et des rythmes circadiens et un comportement de résignation
prononcé dans le FST, ce dernier étant reversé par un traitement antidépresseur (Overstreet et

Wegener 2013).
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Les résultats sur la vulnérabilité¢ aux drogues dans ce modele sont peu nombreux et montrent
une diminution de la sensibilité¢ des rats FSL aux effets moteurs de I’amphétamine et de la

cocaine, et aux effets renforcants de la cocaine (Fagergren et al. 2005).

On peut également citer comme autre modele animal génétique de dépression et d’anxiété
la lignée de rats Wistar Kyoto (WKY) originellement développée comme lignée témoin
normotensive aux rats hypertensifs développés pour 1’étude des maladies cardiovasculaires
(Okamoto et Aoki 1963). Ces rats présentent des altérations comportementales et
neuroendocriniennes retrouvées dans les modeles animaux classiques de dépression (hyper-
réactivité de I’HPA, augmentation du comportement de résignation dans le FST,...) (Will,
Aird, et Redei 2003).

récompense motricité

amphétamine | 0,001-0,1 mg/kg i.v. 4 | © auto-administration’
20 mg/kg 1 locomotion®
32
cocaine 6 *5-10-20 mg/kg O sensibilisation’
3-5-10 mg/kg i.p. 3 o CPP?
0,03 mg/kg i.v. 3 | auto-administration*
4*0,4 ou 0,8 mg/kg | & O CPP®
nicotine
10% oral 3Q 1 Consommation®
3/5/7 % oral a3 1 Consommation’

Tableau 10 : Vulnérabilité aux drogues psychostimulantes (cocaine, amphétamine) et a la

nicotine et I’alcool chez les rats Wistar Kyoto

IMeyer etal 2010 ; Cailhol et Morméde 1999 K 3Dennis et al. 2012 -?De la Garza 2005 ; °Rauhut et al. 2008 ;
SRazafimanalina, Morméde, et Velley 1997 ; "Yaroslavsky et Tejani-Butt 2010

Chez les rats WKY (Tableau 10), on observe une diminution de leur sensibilité aux effets
moteurs aigus de la cocaine mais ceux-ci expriment une sensibilisation comportementale
(*Cailhol et Morméde 1999) et une CPP (*Dennis et al. 2012) a cette drogue. Les résultats
montrent également une diminution de la sensibilité des rats WKY aux effets renforcants de

I’amphétamine (lMeyer et al. 2010) et de la nicotine (‘De la Garza 2005; “Rauhut et al. 2008).
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Enfin, les rats WKYY consomment plus d’alcool a différentes concentrations (6Razaﬁmanalina,

Morméde, et Velley 1997 ; "Yaroslavsky et Tejani-Butt 2010).

Enfin, une reproduction dirigée de rats Wistar présentant une forte préférence pour
I’alcool a permis d’établir 4 lignées de rats Fawn-Hooded (FH) (D H Overstreet et Rezvani
1996) représentant de modeles animaux d’alcoolisme. Les rats Fawn-Hooded pourraient
pourtant également constituer un modéle animal génétique de la dépression, puisqu’ils
présentent un taux basal élevé de corticostérone plasmatique, un comportement de résignation
prononcé dans le FST et une altération des fonctions neuroendocriniennes modulées par la 5-

HT (David H Overstreet et al. 2007).

Les résultats sur la vulnérabilité aux drogues, peu nombreux concernant les psychostimulants,
(Tableau 11) montrent une diminution de la sensibilité des rats FH aux effets moteurs de
I’amphétamine (‘Hall et al, 2001) et de la cocaine (*Hall et al, 2001 ; *Broderick et al, 2006).
Les résultats montrent une forte consommation d’alcool (4Amir H Rezvani, Parsian, et
Overstreet 2002 ; °AH Rezvani, Overstreet, et Janowsky 1991 ; 7Goodwin, Bergeron, et Amit
2000) et un effet hypo-locomoteur (°Criswell et al. 1994) et anxiogéne (*Amir H Rezvani,

Parsian, et Overstreet 2002) de cette drogue chez les rats FH.

sexe récompense motricité dépression-anxiété
amphétamine | 0,5 mg/kgip. | & | Locomotion'
10-20 mg/kg 3 | Locomotion®
cocaine
10 mg/kg 3 | Locomotion®
10% oral 1 Consommation* 1 interaction sociale, EPM, vocalisations®
1 g/kg i.p. | Locomotion®
alcool
10% oral 1 Consommation®
#% 4 | 1 Consommation’

Tableau 11: Vulnérabilité aux drogues psychostimulantes (cocaine, amphétamine) et a la

nicotine et ’alcool chez les rats Fawn-Hooded

"Hall et al, 2001 ; *Hall et al, 2001 ; >Broderick et al, 2006 ;: *Amir H Rezvani, Parsian, et Overstreet 2002 ;
SCriswell et al. 1994 K ‘4 H Rezvani, Overstreet, et Janowsky 1991 ; 7Goodwin, Bergeron, et Amit 2000
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En conclusion, les modéles de dépression, découverts de maniére fortuite, ont été plus
utilisés pour déterminer la consommation d’alcool et la sensibilité aux effets moteurs des
psychostimulants que pour étudier le lien entre phénotype dépressif et vulnérabilité aux

drogues psychostimulantes.

(iii)  La sélection bidirectionnelle de phénotypes comportementaux extrémes dans

les tests de dépression

Les épreuves comportementales classiques, décrites précédemment, ont été utilisées
afin de sélectionner les animaux présentant un phénotype extréme. L’identification de sous-
populations présentant une vulnérabilité ou une résistance a un aspect de la dépression
constitue une stratégie prometteuse pour identifier les mécanismes sous-tendant les
différences de susceptibilité¢ a développer cette pathologie observée chez I’homme. Toutefois,
ces modeles de criblage sélectif de phénotypes extrémes ont été relativement peu utilisés pour

I’étude de la vulnérabilité aux drogues.

L’utilisation du FST pour la reproduction dirigée de rats Sprague-Dawley a conduit a
deux lignées présentant une faible activit¢ motrice (Swim Low-Active rats désignés swlLo)
ou une forte activit¢é motrice (Swim High-Active rats désignés swHi) dans cette épreuve
(Weiss, Cierpial, et West 1998). Les rats swlLo présentent d’autres altérations
comportementales et neurobiologiques associées a la dépression et représentent un bon

modele expérimental pour étudier le mécanisme d’action des antidépresseurs.

Concernant leur vulnérabilité aux drogues psychostimulantes, les rats SwLo sont moins
sensibles aux effets moteurs de l'amphétamine que les rats SwHi (West 1999 ; Lin et al.
2012). S’il a été montré une augmentation de la consommation de cocaine et d'amphétamine
par voie orale chez les rats SwLo (Weiss et al. 2008), ceux-ci s’auto-administrent moins ces
drogues par voie intraveineuse (Lin et al, 2012). Il semblerait donc que les rats SwLo soient
moins sensibles aux effets moteurs et renforgants des drogues psychostimulantes. Les
résultats de consommation orale sont effectivement a analyser avec prudence ; en effet, le
gott aversif des drogues, leur délai d’action au niveau du SNC et la consommation de faibles
volumes de drogues administrées par voie orale limitent la pertinence de ce paradigme pour

¢tudier les effets renforcants des psychostimulants (Meisch 2001).
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Le test de résignation apprise a conduit a la reproduction dirigée de rats Sprague-Dawley
présentant une vulnérabilité (cLH (congenitally learned helpless)) ou une résilience (¢cNLH
(congenitally non-learned helpless)) a développer un comportement de résignation suite aux
chocs ¢lectriques imprédictibles et inévitables du test de résignation apprise (Lachman et al.
1992). Les rats de ce modéle d’interaction entre stress et vulnérabilité a la dépression
présentent des altérations comportementales et neurobiologiques associées a la dépression
(comportement de résignation prononcé dans le FST, diminution de la consommation d’une

solution sucrée...) (Willner et Mitchell 2002).

Il a ét¢ montré dans ce modele un effet antidépresseur de la nicotine (Semba et al. 1998;
Ferguson et al. 2000) et une forte propension a la consommation d’alcool, particulierement
chez les femelles (Vengeliene et al. 2005).

Enfin, le mode¢le des souris dépressives Rouen, utilisée dans notre étude, est également
un modele basé sur la reproduction dirigée de souris sélectionnées pour leurs phénotypes

comportementaux extrémes dans le TST. Ce mode¢le est détaillé dans le paragraphe suivant.

La sélection bidirectionnelle de phénotypes comportementaux extrémes dans les tests de
dépression représente des modeéles trop peu caractérisés pour conclure sur la vulnérabilité

aux drogues psychostimulantes et a I’alcool.

(3) Conclusion générale

La synthese de la bibliographie sur le lien entre phénotype dépressif et vulnérabilité aux

drogues psychostimulantes et a I’alcool permet de tirer quelques conclusions intéressantes :

v Certains modéles, comme les stress chroniques modérés imprédictibles et la défaite
sociale réalisée de facon intermittente, étudient plus les conséquences durables du
stress que l’'impact du phénotype dépressif sur la vulnérabilité aux drogues. Les
résultats montrent clairement que le stress augmente la vulnérabilité aux drogues, ce
lien entre stress et addiction et les mécanismes sous-tendant cette association sont déja

bien documentés dans la littérature.
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v Les études basées sur des expériences sociales négatives appliquées a des périodes
critiques telles que le sevrage et 1’adolescence (mod¢les de subordination sociale et de
privation maternelle longue) montrent que les animaux présentant un phénotype
dépressif caractérisé a I’age adulte, présentent une plus forte vulnérabilité aux drogues.
Toutefois, trés peu de travaux ont étudié les mécanismes neurobiologiques sous-

tendant la vulnérabilité accrue aux drogues chez ces animaux.

v" Enfin, I’utilisation de modéles animaux génétiques de dépression constitue une voie
prometteuse pour étudier le lien entre phénotype dépressif et vulnérabilité aux

drogues ; cependant, ces modéles sont encore peu caractérisés et peu utilisés a cette fin

IV. Le modéle des souris H/Rouen

Le mode¢le des souris dépressives Rouen, initi€¢ en avril 1995, a été €laboré grace a une
reproduction dirigée de souris de la souche non consanguine CD1 (Charles River, France)
présentant des réponses remarquablement différentes dans 1’épreuve du TST (Vaugeois et al.
1996; El Yacoubi et al. 2003). Les criteéres de sélection, qui sont restés les mémes depuis la
création de ce modele de dépression, sont un score d’immobilité¢ élevé (>115 s) chez les
souris « résignées » H/Rouen (H pour helpless) et un score d’immobilité faible (<35 s) pour
les souris « non résignées » NH/Rouen (NH pour Non Helpless) lors d’une épreuve qui dure
6 minutes. Par la suite, il est apparu indispensable de créer une lignée témoin présentant un

phénotype intermédiaire entre celui des souris H/Rouen et NH/Rouen, les souris I/Rouen.
Sont reprises dans les paragraphes suivants les principales caractéristiques comportementales,
neurochimiques et électrophysiologiques des différentes lignées de souris.

(1) Caractéristiques comportementales des différentes lignées de souris Rouen

La sélection de phénotypes extrémes dans le TST a conduit a I’obtention de traits
dépressifs comportementaux stables dés les premicres générations, a la fois dans le TST et le
FST. Apres une dizaine de croisements sélectifs, les différences de scores d’immobilité entre

les souris résignées H/Rouen (H pour Helpless) et les souris non résignées NH/Rouen (NH
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pour Non Helpless) se sont renforcées aussi bien dans 1’épreuve de TST que de FST, jusqu’a

obtenir des scores de sélection proches de 100 % a S14.

Les souris résignées H/Rouen présentent une forte immobilité dans le TST et dans le FST,
reflétant leur comportement de résignation face aux conditions expérimentales. Les souris
NH/Rouen présentent quant a elle une trés faible immobilité dans le TST et le FST, avec une
forte corrélation entre les scores d’immobilité dans ces 2 épreuves (r=0.848; P=0.001) (El

Yacoubi et al. 2003).

En réponse a I’exposition a un nouvel environnement, les souris H/Rouen présentent une
activité locomotrice (activité exploratoire horizontale et verticale) plus faible que les souris

NH/Rouen (El Yacoubi et al, 2003).

Divers arguments démontrent que les scores d’immobilité des souris H/ et NH/Rouen dans
le TST et le FST ne sont pas liés a leur différence d’activité motrice mais correspondent bien

a un comportement de résignation différent :

- Des études de corrélation montrent que le temps d’immobilité dans le TST ou le FST et

I’activité locomotrice ne sont pas corrélées (El Yacoubi et al, 2003).

- L’administration aigué d’antidépresseurs tricycliques (imipramine, désipramine) et
d’inhibiteurs de la recapture de 5-HT (citalopram, paroxétine, fluoxétine) réduit le temps

d’immobilité dans le TST chez les souris H/Rouen (El Yacoubi et al, 2003).

- Un traitement chronique avec la fluoxétine et I’agomélatine réduit le temps d’immobilité
dans le TST chez les souris H/Rouen sans altérer leur activité locomotrice (El Yacoubi et

al. 2011).

D’autres données sont en faveur d’un phénotype de type dépressif chez les souris
H/Rouen. Outre leur comportement de résignation dans le TST et le FST, et leur hypoactivité
locomotrice dans un nouvel environnement, 1’existence d’une anhédonie a également été mise
3éme

en évidence, dés la 1 génération, par la faible préférence d’une solution sucrée agréable au

gott dans le paradigme de choix entre deux biberons, I’un contenant de 1’eau et ’autre 2% de
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saccharose (El Yacoubi et al 2011). L’anhédonie, évaluée par ce test, est corrigée par

I’administration chronique d’antidépresseurs (fluoxétine, agomélatine).

Enfin, le comportement des souris H/Rouen et NH/Rouen a été évalué dans le test de
résignation apprise (LH). Les résultats ont montré une augmentation de la latence a échapper
aux chocs ¢électriques chez les souris H/Rouen ; de plus, la présence d’un rappel au cours de la
procédure de LH induit une stabilit¢ du comportement de résignation dans le temps (Bougarel
et al. 2011). Le comportement de résignation apprise est corrigé par l’administration

chronique d’antidépresseurs (fluoxétine) chez les souris H/Rouen.

(2) Modifications de I’architecture du cycle veille/sommeil chez les souris H/Rouen

Les troubles du sommeil, en particulier les altérations de 1’architecture du sommeil chez
les patients dépressifs, ont été largement décrits dans la littérature. Ainsi, des enregistrements
poly-somnographiques montrent que les souris H/Rouen et NH/Rouen ont un cycle circadien
de veille et de sommeil tres classique ; cependant les souris H/Rouen passent moins de temps
en éveil, et plus de temps en sommeil lent (SWS) et paradoxal (REMS) que les souris
NH/Rouen. Elles ont un sommeil plus fragmenté, et présentent une diminution significative

de la latence d’apparition du sommeil paradoxal (EI Yacoubi et al 2003).

Des études complémentaires montrent chez les souris H/Rouen femelles (S12-S14) une
altération de la régulation homéostatique du sommeil. Apreés une période de privation de
sommeil, on observe une absence de rebond de sommeil, contrairement a ce qui est observé

dans d’autres lignées de souris et chez les souris NH/Rouen (Popa et al. 2006).

(3) Altérations hormonales et neurochimiques chez les souris H/Rouen

Au vu des altérations comportementales des souris H/Rouen, la question s’est posée de
savoir si elles pouvaient étre liées, au moins partiellement, a des modifications des substrats
neurobiologiques liées a I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (axe HPA) ou a la

neurotransmission sérotoninergique.

Comparées aux souris NH/Rouen, les souris H/Rouen présentent un taux sanguin basal de

corticostérone (équivalent du cortisol chez I’homme) plus élevé (El Yacoubi et al, 2003), ce
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qui peut étre rapproché de I’hypercortisolémie souvent observée chez les patients souffrant de
dépression. Ces souris présentent ¢galement une hyper-réactivité de I’axe HPA lors d’une

situation de stress.

Les souris femelles H/Rouen présentent également, par rapport aux souris NH/Rouen, des
taux tissulaires de 5-HT plus élevés dans le cortex préfrontal (CPF) et dans 1’hippocampe
(Hc) et une densité de 5S-HTT plus élevée dans le cortex moteur (El Yacoubi et al, 2003). Des
études plus récentes ont été réalisées en collaboration avec le Dr L. Denoroy, afin de mieux
caractériser le profil neurochimique des différentes lignées de souris femelles, et notamment
d’étudier d’autres systémes monoaminergiques. Le tableau suivant récapitule les altérations
observées chez les souris H/Rouen dans plusieurs régions cérébrales (Tableau 12 adapté du

Poster P1.103. SDN, Lyon, 2013).

Les résultats ne montrent pas d’altérations dans les taux tissulaires de DA ou de ses
métabolites, mais des changements dans les taux de NA et particulierement de 5-HT et de ses
métabolites, suggérant une diminution de la vitesse de renouvellement de la 5-HT dans le CPF

et le striatum.

NA S-HT H S-HIAA 5-HIAA/5-HT DA DOPAC DOPAC/DA

7 o N /2 1% 0 [}

0| O R o o o 7]

| Striatum  [EEE U ;8 0 0 0
Hypothalamus [ o %) o 9] %] o
cervelet 1% %) 17 0 %) 0] o

Tableau 12 : Taux tissulaires des neurotransmetteurs et de leurs métabolites dans différentes
régions cérébrales chez les souris H/Rouen (différences significatives : *par rapport aux souris
NH/ et I/Rouen ; ° par rapport aux souris NH/Rouen et * par rapport aux souris I/Rouen). Ces

résultats montrent des altérations principalement au niveau des systémes 5-HT et NA.

(4) Caractéristiques fonctionnelles des auto-récepteurs SHT-5

Les autorécepteurs somatodendritiques 5-HT 5 jouent un role important dans la régulation

de la neurotransmission s€rotoninergique et dans la physiopathologie de la dépression, leur
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expression (Naudon et al. 2002) et leur statut fonctionnel (El Yacoubi et al, 2003) ont donc

été évalués chez les souris femelles H/Rouen.

Une analyse auto-radiographique a montré que les souris H/Rouen, par rapport aux souris
NH/Rouen, présentent une densité plus ¢élevée de récepteurs 5-HT;a restreinte au cortex
frontal et dans certaines régions du systeéme limbique (hippocampe, amygdale) et dans le
DRN ; un traitement chronique avec la fluoxétine diminue la densité¢ de ces récepteurs

(Naudon et al, 2002).

De plus, les résultats montrent que chez les souris H/Rouen, 1’administration de 8-OHDPAT
(un agoniste spécifique des récepteurs 5-HT;,) induit une hypothermie plus forte et une
inhibition des neurones du DRN a des doses plus faibles que chez les souris NH/Rouen ; ces
altérations sont corrigées par I’administration chronique de fluoxétine (El Yacoubi et al,
2003). Ainsi, la forte expression des auto-récepteurs 5-HT;, et leur controle plus efficace
contribueraient a la diminution de 1’activit¢ des neurones 5-HT du DRN, et au phénotype

dépressif des souris H/Rouen.

Enfin, il a ét¢ montré, chez les souris H/Rouen, une diminution d’expression de la protéine
pl1, impliquée dans I’adressage des récepteurs 5-HT g a la membrane cellulaire et intervenant
probablement dans la physiopathologie de la dépression (Svenningsson et al. 2006). En effet,
chez les patients dépressifs, le taux d’expression de cette protéine est également diminué
(Svenningsson et Greengard 2007). Les souris KO pour le géne de la protéine pl1 présentent
un phénotype dépressif et le taux d’expression de cette protéine, altéré dans des modéles
animaux de dépression, est corrigé par I’administration d’antidépresseurs (imipramine) et la

thérapie électroconvulsive.

Par conséquent, toutes ces études mettent en évidence une forte altération du systéme
sérotoninergique chez les souris H/Rouen, aussi bien au niveau de la syntheése et de la

libération de 5-HT qu’au niveau de ses récepteurs.

(5) Exploration d’autres mécanismes neurobiologiques

Malgré la forte implication des récepteurs glutamatergiques métabotropiques dans le

stress et dans la dépression, il n’a pas été montré de différence dans la densité des récepteurs
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mGIuR7 et mGluRS8 dans les sous-régions de I’hippocampe entre les souris H/ et NH/Rouen
(O’Connor et al. 2013) ; cependant la stimulation pharmacologique des récepteurs mGluR2/3
induit un effet de type antidépresseur dans le TST chez les souris H/Rouen (Campo et al.

2011).

(6) Conclusion

Le tableau ci-dessous résume les altérations comportementales, neurochimiques et
électrophysiologiques des souris H/Rouen, qui peuvent é&tre apparentées aux

dysfonctionnements observés chez les patients souffrant de dépression (Tableau 13).

Critére Modélisation chez les souris H/Rouen

1 Temps d’immobilité (TST et FST)

Résignation 1 latence d’échappement (LH)

Anhedome | Consommation de sucrose 2%

Fragmentation du sommeil
Augmentation du temps de SP
Diminution de la latence de SP
Altération de la régulation homéostatique du sommeil aprés privation de SP

Altérations du sommeil
\ Perturbation de ’axe HPA 1 [CORT] sérique basal

Retard

psychomo teur | (dans un nouvel environnement)

1 [5-HT] dans le CPF et I’'Hc
Hypersensibilité des autorécepteurs 5-HT o

L [p1l]
| Temps d’immobilité (TST)
| anhédonie
| densité de récepteurs 5-HT o

Altération de la
transmission 5-HT

Réponse aux traitements
antidépresseurs (chronique)

Tableau 13 : Liste des symptomes de la dépression modélisés chez les souris H/Rouen
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Chapitre 5 : Hypothéses physiopathologiques du lien entre la
dépression et la vulnérabilité a la cocaine

Un large réseau de structures cérébrales, interconnectées et régulant les émotions, la
récompense et les fonctions cognitives, est impliqué a la fois dans la physiopathologie de la
dépression et dans la mise en place progressive de 1’addiction a la cocaine. Néanmoins,
malgré la connaissance relativement avancée de ces substrats neurobiologiques, il est
surprenant de trouver peu de données dans la littérature proposant des hypothéses
neurobiologiques sur la comorbidité de la dépression et de 1’addiction, en général, et a la

cocaine, en particulier.

Dans I’optique d’aborder cette question, nous nous sommes intéressés aux structures
cérébrales dont le fonctionnement est altéré a la fois chez les patients souffrant de dépression
et chez les individus dépendants a la cocaine. Nous avons é¢galement tiré parti des études chez
I’animal pour identifier les altérations neuronales et moléculaires qui pourraient étre

impliquées dans I’association de ces deux pathologies.

I. Structures cérébrales dont le fonctionnement est altéré dans la
dépression et dans I’addiction a la cocaine : approche clinique

En nous basant sur les données de neuro-imagerie chez I’homme, nous avons recensé, les
régions cérébrales présentant des dysfonctionnements morphologiques et fonctionnels

majeurs dans 1’addiction et dans la dépression. Ceux-ci sont répertoriés dans le Tableau 14.

Il est intéressant de constater un recouvrement des régions affectées dans ces deux
pathologies. Ces régions sont centrées sur : le cortex préfrontal, ayant un réle critique dans
le contrdle des fonctions cognitives, et le striatum ventral (ou noyau accumbens) et
I’amygdale impliqués dans la motivation, la récompense et la formation des mémoires

émotionnelles (Cardinal et al. 2002 ; Volkow et Baler 2013).
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Structures cérébrales Dépression Addiction

‘ Volume | cortex Cing Ant Subgénual * | cortex Cing Ant et OF *
Activité . , 3 | cortex Cing Ant, OF et préfrontal
basale 1 cortex Cing Ant Subgénual dorsolatéral 3
CPF 1 ou | cortex Cing Ant Subgénual, cortex | 1 cortex Cing Ant, (?)lfoéi‘i Igéfrontal
préfrontal ventro-médian > dorsolatéral >
Réactivité (films/visages tristes ou joyeux) (stimuli associés a la drogue)
. | cortex préfrontal dorso-médian
| cortex préfrontal dorsolatéral (images 4 valence positive) 2
olume ou ou
Vol @ 13 0 14
Activité 15
basale Loud )
Noyau . o 16 .
v | (récompenses monétaires) | (récompenses naturelles, images
Accumbens plaisantes) 19,20
Réactivité | (images associées a une récompense) '’
1(stimuli associés a la drogue) > **
24
@ (mots a valence positive) '®
‘ Volume lou@ s lou@ "
Activité T 21 _
Amygdale basale
. ... | T (visages tristes ou mots a valence négative) L s 9,11
Réactivité 8,22 1 (stimuli associés a la drogue) ™

Tableau 14 : Principales altérations cérébrales relevées dans la dépression et a ’addiction a la
cocaine

!Drevets et al. 1997 ; *Ersche et al. 2011, 2013 3 Mayberg 2009 ; * Volkow et al. 2011 ; °Drevets et
al. 1997 ; *Beauregard et al. 1998 ; "Keedwell et al. 2005 ; *Siegle et al. 2007 ; *Grant et al. 1996 ;
Y Breiter et al. 1997 ; " Childress et al. 1999 ; ’Goldstein et Volkow 2011 ; Russo et Nestler 2013 ;
”Mackey et Paulus 2013 ; PHeller et al. 2013 ; I6Pizzagalli et al. 2009 ; " Robinson et al. 2012 ;
18Epstein et al. 2006 : PBreiter et al. 1997 : *’Asensio et al. 2010 ; * Drevets et al. 1992 ; **Fu et al.
2004 ; PKilts et al. 2001; **Wexler et al. 2001

Certaines données du tableau sont divergentes, certes en raison de différences
méthodologiques, mais surtout probablement en raison de I’existence de diverses formes de
dépression et du large panel de symptomes observés chez les individus dépressifs, ainsi que
de I’hétérogénéité des profils des usagers de cocaine (durée et quantit¢é de cocaine

consommeées, existence d’une poly-consommation de drogues...).
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C’est particulierement le cas de Iactivité basale et de la réactivité hémodynamique ou
métabolique du cortex préfrontal chez les individus dépressifs ou des résultats opposés sont
observés. Par ailleurs, la forte complexité structurale et fonctionnelle de cette structure, a la
fois dans la délimitation des sous-régions et dans les patterns distincts de connexion, rend la

comparaison des résultats dans les deux pathologies difficile.

Les résultats concernant la réactivité de I’amygdale et du NAC, dans la dépression et
dans I’addiction a la cocaine, sont au contraire relativement consensuels. Nous pouvons en
outre dégager de ces comparaisons des similitudes dans ces deux pathologies, en particulier
une diminution de la réactivité du NAC en réponse a des récompenses naturelles, et une
réactivité accrue de ’amygdale en réponse a des stimuli émotionnels négatifs ou associés a la
cocaine. Ces données suggerent ainsi un mécanisme commun a la dépression et a 1’addiction,
qui s’incarne dans la saillance attribuée aux événements stressants ou associés a la drogue, au

détriment des récompenses naturelles et des expériences positives.

Si I’ensemble de ces données permet d’orienter les ¢études de comorbidité vers
certaines régions cérébrales présentant des dysfonctionnements dans ces deux pathologies,
elles n’apportent que des corrélats neurobiologiques et peu d’informations sur les mécanismes
neurobiologiques sous-tendant 1’association de la dépression et de la vulnérabilit¢ a

I’addiction a la cocaine.

II.  Altérations structurales et moléculaires au niveau du noyau
accumbens relevées dans la dépression et dans la vulnérabilité a la
cocaine : approche préclinique

Sur le plan comportemental, la cocaine et le stress chronique, utilisé pour induire un état
de type dépressif, montrent des effets croisés puisque une défaite sociale répétée ou des
CUMS sensibilisent les animaux a l'exposition ultérieure de cocaine, et qu’inversement,
I’administration chronique de cocaine augmente la susceptibilité des animaux au stress social

(Covington et Miczek 2005).

72



Un nombre croissant d'é¢tudes montrent des similitudes dans les mécanismes de
plasticité qui se mettent en place au niveau du NAC, et qui semblent favoriser a la fois la

susceptibilité a I'addiction et aux pathologies liées au stress comme la dépression.

L’exposition répétée a la cocaine, tout comme le stress de défaite sociale ou les CUMS,
provoquent une hypertrophie de ’arborisation dendritique des neurones moyens épineux du
NAC, une augmentation de la densité¢ d’épines dendritiques dans le NAC (Robinson et Kolb
1999; Nestler 2001 ; Bessa 2013), ainsi qu’un renforcement de la force des synapses

glutamatergiques au niveau des neurones dopaminergiques de I’ATV (Saal et al. 2003).

Ces observations suggerent le développement de neuroadaptations cérébrales communes qui
pourraient €tre impliquées dans 1’association de la dépression et de 1’addiction a la cocaine
(Robinson et Kolb 2004; Russo et Nestler 2013; Sun, et al. 2013). Il a été proposé que la
susceptibilité (ou la résilience) a la dépression et a I’addiction, chez I’animal, puisse étre sous-
tendue par des dysfonctionnements moléculaires (facteurs de transcription, neurotrophiques,
épigénétiques...) intervenant spécifiquement dans les changements de plasticité structurale au

niveau du noyau accumbens (Tableau de Russo et Nestler 2013).

Protein class Protein Effect in depression models Effect in addiction models
Transcription factor CREB T Susceptibility l Drug reward
NF-xB T Susceptibility T Drug reward
AFOSB 1 Susceptibility T Drug reward
SRF l Susceptibility No effect
B-catenin* 1 Susceptibility NA
Signalling BDNF-TRKB T Susceptibility T Cocaine reward or | cocaine
reward*
4 Morphine reward
GluA2 1 Susceptibility T Drug reward
RGS4 1 Susceptibility® {4 Drug reward
RAC1 1 Susceptibility { Drug reward
Dynorphin T Susceptibility  Drug reward
Epigenetic HDAC (class|) 1 Susceptibility T Drug reward!
inhibition
HDACS5? 1 Susceptibility 4 Drug reward
GYa inhibition T Susceptibility T Drug rewerd
DNMT inhibition 1 Susceptibility T Drug reward

Tableau 15 : Exemples de facteurs moléculaires, au niveau du noyau accumbens, impliqués dans

la susceptibilité (ou la résilience) a la dépression et la vulnérabilité aux drogues (Russo et

Nestler 2013)
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Trois facteurs moléculaires apparaissent comme de bons candidats pour [’étude de la
comorbidité de la dépression et de 1’addiction : le BDNF (pour Brain Neurotrophic Derived
Factor) et le NF-kB (pour nuclear factor-kappa B), deux facteurs de transcription dont
I’induction est impliquée a la fois dans la susceptibilité a développer un phénotype dépressif
et la vulnérabilit¢ a la cocaine, et la G9a, enzyme de méthylation des histones, dont
I’inhibition favorise le développement de ces deux phénotypes. Ces trois protéines modulent
¢galement la plasticité morphologique du NAC induite par des stress répétés ou I’exposition a

la cocaine.

D’autres protéines, comme Racl ou RGS4 intervenant en interaction avec les protéines G
dans plusieurs voies de signalisation ou les histones déacétylases (HDAC) de classe I ou de
classe II comme I'HDACS, apparaissent au contraire comme des facteurs favorisant la
résilience a la dépression et a la consommation de drogues.

Les autres facteurs comme CREB, AFosB ou la dynorphine interviendraient de fagon

beaucoup plus complexe dans les interactions entre dépression et addiction.
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OBJECTIF DE LA THESE

Comme nous ’avons mentionné au cours de ce manuscrit, la comorbidité des troubles
dépressifs et des conduites addictives est un phénomeéne trés courant en psychiatrie, or les
bases physiopathologiques de cette association ne sont pas bien comprises, ce qui constitue un

frein au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Dans ce contexte, nous nous sommes plus particuli¢rement intéressés a la co-
occurrence des troubles dépressifs et anxieux chez un méme individu et aux liens entre un tel
phénotype et la vulnérabilité a la cocaine. Pour cela, nous avons utilis¢ le modele animal
génétique de dépression décrit précédemment, le modele des souris H/Rouen, afin d’aborder

ces différentes questions.

Dans un premier temps, nous avons poursuivi la caractérisation du phénotype des
différentes lignées de souris utilisées en étudiant leur comportement anxieux dans différents
paradigmes expérimentaux (Chapitre 1). Nos résultats ont montré que les souris H/Rouen
manifestent des comportements anxieux plus prononcés que les souris NH/ et I/Rouen dans

différentes épreuves comportementales.

Comme nous ne disposions d’aucune information relative aux effets comportementaux
des drogues psychostimulantes dans les différentes lignées de souris, nous avons ensuite
caractérisé leur sensibilité aux effets psychomoteurs de la cocaine (Chapitre 2). Nos résultats
ont montré qu’il existe des différences de sensibilité aux effets moteurs aigus de la cocaine
chez les différentes lignées de souris, les souris H/Rouen étant moins sensibles que les souris
NH/Rouen. Ces différences de sensibilité a la cocaine s’estompent apres 1’exposition répétée a
cette drogue, puisqu’elle conduit a D’expression d’une sensibilisation comportementale

identique.

Nous avons ensuite évalué la vulnérabilité de ces trois lignées de souris aux effets
renforcants de la cocaine, en utilisant le paradigme classique de CPP qui permet d’évaluer la
valeur motivationnelle acquise par les indices environnementaux associés a l’exposition a
cette drogue (Chapitre 3). Nos résultats ont montré, d’une part, que la préférence de place
conditionnée induite par la cocaine est plus forte chez les souris femelles H/Rouen, que chez

les souris NH/ et I/Rouen, et qu’il existe de facon intéressante une corrélation entre le
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phénotype résigné des souris et leur score de CPP. Chez les souris males, nous n’avons pas
observé de différence de scores de CPP entre les souris H/ et NH/Rouen, indiquant que
I’influence du phénotype dépressif sur la vulnérabilité a la cocaine est plus forte chez les

souris femelles que chez les souris males.

Dans une derniere partie, nous avons tir¢ profit de la corrélation entre le phénotype
dépressif et la sensibilit¢ accrue aux indices contextuels accompagnant I’exposition a la
cocaine, chez les souris femelles H/Rouen, pour explorer les mécanismes neuronaux a la base

de cette association.

Nous avons tout d’abord comparé les circuits neuronaux recrutés lors de 1’expression de la
CPP induite par la cocaine, en suivant 1’expression de Fos par immunohistochimie chez les
trois lignées de souris (Chapitre 4). Nos résultats ont montré que les différences de CPP chez
les trois lignées de souris sont associées a des différences de réactivité neuronale dans un
réseau de régions interconnectées. En particulier, nous avons observé une plus forte réactivité
du cortex cingulaire, du noyau accumbens dans sa partie « shell », de ’amygdale basolatérale
et du subiculum ventral chez les souris H/Rouen, ce qui, compte tenu des différentes fonctions
attribuées a ces régions, pourrait €tre en lien avec une plus grande susceptibilité & former et
rappeler des associations contexte-drogue et jouer un role crucial dans la vulnérabilité a la

cocaine.

Finalement, des ¢tudes ont été entamées pour étudier, par western blot, I’expression du BDNF
qui, au niveau du noyau accumbens, intervient a la fois dans la manifestation des
comportements dépressifs et addictifs (Chapitre 5). Les expériences et I’analyse des premiers

résultats sont en cours.
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MATERIELS ET
METHODES
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(A) Animaux

Toutes les expériences sont réalisées sur des souris males et femelles, agées de 8 a 16
semaines, issues des lignées H/, NH/ et I/ Rouen développées par El Yacoubi et al, 2003 et
appartenant aux générations F36 a F43 pour les lignées H/ et NH/Rouen, et F18 a F25 pour la
lignée I/Rouen.

Dans le cadre du processus de sélection, les souris sont criblées dans le test de suspension par
la queue (une fois pour les lignées H/ et NH/Rouen, et
3 fois a une semaine d’intervalle pour la lignée
I/Rouen) a I’age de 6 semaines afin d'établir leur
phénotype résigné, non résigné et intermédiaire. Le
TST est réalis¢ avec un appareil informatisé¢ (Bioseb,

Vitrolles, France) qui permet de tester 6 animaux a la

. . o
fois. Les souris sont suspendues par la queue, a l'aide  pioure 7 : Vérification du phénotype

d’un ruban adhésif, a un crochet relié¢ a un manométre. des souris lors du processus de

. \ . sélection dans le test de suspension
Ce dernier transmet les mouvements a un ordinateur
par la queue.

qui calcule la durée totale d'immobilité pendant 6 min.
] . Une forte immobilité dans ce test est un
Cent pour cent des souris males et femelles H/ et

indice de comportement pseudo-
NH/Rouen ont atteint le critére de sélection (durée dépressif ou résigné.
d’immobilité supérieure a 115 s pour les souris H/Rouen, et inférieure a 35 s pour les souris
NH/Rouen) tandis que 63.2% des souris I/Rouen males et 65% des souris I/Rouen femelles

ont atteint ce critére (durée d’immobilité comprise entre 35 et 115 s).

Les animaux sont hébergés par groupe (n=2 a 8) dans des cages en Plexiglas dans une
animalerie conventionnée (numéro d’agrément : A 69 388 0101) contrdlée en température
(21£1°C) et soumis a un cycle lumiere-obscurité de 12h/12h (lumiere de 7h a 15h). Ils ont

libre acces a la boisson et la nourriture.

Une semaine avant les expériences de comportement, les animaux sont placés
individuellement dans une cage, pesés et habitués régulierement a 1I’expérimentateur. Le jour
du test comportemental, la cage d’hébergement des souris est placée dans la piéce

d’expérimentation 30 min avant le test, afin qu’elles s’habituent a ce nouvel environnement.
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Toutes les expériences comportementales sont réalisées entre 9h et 18h, et effectuées
conformément a la Directive européenne (Dir. CE n°86/609) et la réglementation frangaise
(Décret n° 87-848, relatif aux soins et a l'utilisation des animaux de laboratoire). Les
protocoles utilisés dans cette thése ont été¢ évalués au préalable par le comité d’éthique

animale interne a I’Université Claude Bernard (n°....).

(B) Traitement pharmacologique

La cocaine (chlorhydrate de cocaine, Cooper, France) est dissoute dans une solution saline

(NaCl 0.9%) et est administrée par voie intrapéritonéale (i.p.) dans un volume de 10 mL/kg.

(C) Expériences comportementales

Pour compléter la caractérisation comportementale du phénotype des souris, et notamment
établir une éventuelle corrélation entre trait pseudo-dépressif et trait anxieux, des expériences
visant a évaluer la réactivité émotionnelle des différentes souris sont réalisées sur les mémes
animaux, a 5 a 7 jours d’intervalle, en commengant par les épreuves considérées comme les

moins stressantes pour un rongeur.

Mesure de Labyrinthe Double

- = : Test de la nage

I'index de en Croix compartiment .

. . . - forcee
thigmotactisme suréleve noir-blanc
7 [~
I = Pt i L
| B
} ! = IO &=

Figure 8 : Tests comportementaux utilisés pour mesurerla réactivité émotionnelle des souris

Les test sont réalisés a 5 a 7 jours d’intervalle et comprennent la mesure de l'index de thigmotactisme,
le labyrinthe en croix surélevé, le double compartiment noir-blanc et le test de la nage forcée.
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Toutes les expériences comportementales décrites sont réalisées a 1’aide d’un systéme muni
d’une caméra qui permet de détecter et de mesurer les déplacements de I’animal (Videotrack
system, Viewpoint, Lyon, France).

L. Tests comportementaux relatifs a ’anxiété

(1) Index de thigmotactisme

L’actimétre est constitué de 4 enceintes carrées

(longueur, largeur, hauteur : 50x50x45 cm). L’activité

locomotrice des souris est enregistrée, dans 1’obscurité

totale pendant une durée de 15 min. Le plancher de
I’actimetre a été virtuellement divis€ en une zone

périphérique, une zone centrale et 4 coins.

Les parameétres suivants sont analysés: distance Figure 9 : Mesure de ’index de
parcourue totale et ratio de thigmotactisme, calculé thigmotactisme

comme la distance parcourue dans la zone Un ratio de thigmotactisme élevé, reflétant
une tendance a rester sur la périphérie, pres

ériphérique divisée par la distance totale parcourue. ..
perip ! p p des murs, est un indice de comportement

anxieux.

(2) Labyrinthe en croix surélevé

Le labyrinthe en croix surélevé est constitu¢ de deux bras
ouverts et de deux bras fermés noirs (longueur, largeur,
hauteur : 40x6x15 cm) en Plexiglas reliés par une

plateforme centrale. Les bras ouverts ont des rebords en

Plexiglas de 5 mm de haut, afin d’empécher les animaux de

tomber. Ce dispositif est surélevé a 50 cm du sol, et placé

dans ’obscurité totale. Au début de la session, les souris Figure 10 : Labyrinthe en croix

sont placées téte face au bras ouvert. L’activité des souris surélevé

est analysée pendant une durée de 5 min. Une diminution du temps passé dans
les bras ouvert constitue un indice de
Les parametres analysés sont : le pourcentage d’entrées et comportement anxieux.

le temps dans les bras ouverts, et la distance totale parcourue.
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(3) Double compartiment noir-blanc

Procédure : Le double compartiment noir-blanc est un "

dispositif en Plexiglas (longueur, largeur, hauteur : 20x "

20x30 cm) constitué d’un compartiment noir fermé par |
un couvercle et d’un compartiment blanc fortement |

¢clairé par une lampe halogéne afin d’obtenir une |

luminosité d’environ 200 lux ; les deux compartiments

., Figure 11 : Double compartment
sont reliés par une ouverture de 6 cm de hauteur. Au P

noir-blanc
début de la session, les souris sont placées dans le

Une diminution du temps passé dans le

compartiment noir, téte face au compartiment blanc, compartiment blanc éclairé constitue

pendant une période de 5 min. un indice de comportement anxieux.

Le temps pass¢ dans le compartiment blanc éclairé et la

distance totale parcourue sont analysés.

II.  Tests comportementaux relatifs a la dépression

Test de la nage forcée

Les souris sont placées pendant 6 min dans un cylindre en Plexiglas (hauteur : 25 cm, @ : 10
cm) contenant 9 cm d’eau maintenue a la température de 21-23 °C. Cette profondeur d’eau ne

permet pas a ’animal de poser ses pattes postérieures sur le fond du cylindre.

La durée d’immobilité est mesurée a 1’aide d’un chronométre.

Figure 12 : Test de la nage forcée

Le phénotype résigné des souris est
o , évalué dans le test de la nage
e R , . o s
= S e forcée. Une forte immobilité dans
it o o
ce test est un indice de

e
5 5 5 comportement résigné.
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III. Etude des effets psychomoteurs de la cocaine

(1) Procédure d’étude des effets psychomoteurs aigus de la cocaine

Suite a nos expériences antérieures montrant des différences importantes d’activité
locomotrice entre les différentes lignées de souris lorsque celles-ci sont placées dans un
environnement nouveau, nous avons introduit une période d’ahbituation a I’enceinte de
I’actimeétre. Ainsi, les souris sont habituées durant 120 min a 1’enceinte de I’actimétre, avant
d’étre injectées avec différentes doses de cocaine (1-3-10-20-30 mg/kg i.p.) ou de NaCl 0.9%
(10 ml/kg). Les parametres suivants sont analysés : la distance totale parcourue durant les 45
min suivants les injections et les valeurs d’ED50 (dose de cocaine produisant 50% de

I’activité locomotrice maximale) lors de 1’établissement de la courbe effet-dose.

o
¥ Effets
Habituation a ‘| e psychomoteurs aigus
Yo otim et | , e
Isolement des 1 ‘lct_lme_tle e de la cocaine
souris 120 min | 45 min
Injection de cocaine &
f N (12 30 mg/kg) ou NaCl0.9% / —\
: ‘I' LN
AL ;' :.‘ - “

Figure 13 : Protocole pour I’étude des effets moteurs aigus de la cocaine.

(2) Procédure d’étude de la sensibilisation comportementale a la cocaine

Sept jours avant le début de 1’expérience, les souris sont habituées durant 120 min a I’enceinte
de I’actimetre.

Lors de la phase de développement de la sensibilisation comportementale, les souris sont
placées durant 30 min dans I’actimetre, puis injectées avec la cocaine (10 mg/kg i.p.) ou du
NaCl 0.9% (10 ml/kg) et leur activité locomotrice enregistrée durant 45 min. Ces injections
sont répétées pendant 5 jours consécutifs.

L’expression de la sensibilisation comportementale est évaluée 7 jours apres la derniére

injection de drogue ou de solvant en ré-administrant aux animaux une dose faible de cocaine
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(1 mg/kg i.p.). Cette dose faible de cocaine a été choisie pour éviter le développement trop

important de comportements stéréotypés chez les animaux sensibilisés.

Les parameétres suivants ont été analysés : la distance totale parcourue et le nombre de

redressements (lors de deux périodes de 2 min, aux temps 5°-7" et 17°-19”).

FEFEF 9

Habituationa 4 (9 = E
Pactimétre = |1‘ ‘ | E Ei
120 min ‘T’ v f" 'T" v
Isolement des | | | | | ‘
souris J-7 J2 J5 .

Injection de cocaine

Injection de cocaine (10 mg/kg) ou

e NaC10.9% (1 mg/kg)
# | \ Phase de développement de la Phase d’expression
| sensibilisation de la sensibilisation
| == 5%45 min 45 min
e -
e o

Figure 14 : Protocole pour I’étude de la sensibilisation comportementale a la cocaine.

IV. Etude des effets récompensants de la cocaine

Le dispositif de CPP utilis¢ est constitué de deux compartiments en Plexiglas (longueur,
largeur, hauteur : 20x20x30 cm) distincts a la fois par des indices visuels et tactiles. Un
compartiment est noir avec un sol recouvert d’une grille métallique percée de trous, 1’autre
compartiment posséde deux parois blanches opposées et deux parois blanches rayées de noir,
et un sol lisse en Plexiglas. Les deux compartiments communiquent par une ouverture de 6
cm de hauteur qui peut étre bloquée par une porte. L’ensemble de I’appareil est faiblement
éclairé par une lampe halogéne permettant un éclairage faible d’environ 1 lux. La position et

les mouvements des souris sont détectés grace au systeme Videotrack.

Le protocole de CPP est constitué de trois phases :
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Une phase de pré-conditionnement appelée également phase de prétest : L’animal explore
librement les deux compartiments pendant 15 min. Les animaux qui présentent une préférence
initiale pour un compartiment particulier, c'est-a-dire ceux qui passent plus de 70% de leur

temps dans un des deux compartiments, sont éliminés de la procédure de CPP.

Une phase de conditionnement : L’animal est conditionné a recevoir chaque jour, pendant 4
ou 8 jours, alternativement une injection de NaCl 0.9% et une injection de cocaine (10 mg/kg)
dans un compartiment associé a l’injection ; les animaux témoins ne regoivent que des
injections de NaCl 0.9%. Chaque session de conditionnement dure 30 min. Les deux
injections sont réalisées le matin et I’aprés-midi avec un intervalle d’au moins 4 heures, et
I’ordre des injections est inversé chaque jour pour éviter a I’animal d’associer les effets de la

cocaine a un moment particulier de la journée.

Une phase de test de préférence : Vingt-quatre heures (J6) ou 5 jours (J10) apres la derniére
session de conditionnement, I’animal explore de nouveau librement les deux compartiments,
et la préférence pour le compartiment préalablement associé a la cocaine est mesurée pendant
15 min. Le score de préférence de place pour le compartiment associ¢ a la cocaine est mesuré
en soustrayant le temps passé lors du prétest au temps passé lors du test; ce score de
préférence est utilisé comme indicateur des effets récompensants de la drogue. Chez les
animaux témoins, ce score est déterminé en prenant un compartiment de référence de fagon

aléatoire.

J5: étude moléculaire
Cocaine |:> 24hapresle
i litionnement
(10 mg/kg) cong
:> J5: comportement
| NaCl0.9% Test CPP
"
| I |
PRETEST CONDITIONNEMENT TEST J9 : comportement
Test CPP
NaCl10.9% \ ’ NaCl10.9% et étude neuroanatomique
« .. (] du .
3 g d1 2 I J4 J50u 9
I7

%

Figure 15 : Protocole pour I’étude des effets récompensants de la cocaine dans le test de
préférence de place conditionnée.
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En complément de ces expériences ou la préférence de place conditionnée induite par la
cocaine est ¢tudiée en absence de drogue, nous avons €¢galement réalisé¢ le méme protocole en
réinjectant la cocaine aux animaux lors de la phase de test, afin de différencier les propriétés
motivationnelles des indices environnementaux associés a la cocaine des effets intéroceptifs

de la drogue.

(D) Etude neuroanatomique

Nous avons choisi d’étudier les dysfonctionnements cérébraux qui sous-tendent la préférence
de place pour la cocaine observée chez les différentes lignées de souris, en suivant
I’expression de c-fos par immunohistochimie lors du test de CPP réalisé 5 jours apres la

derniére session de conditionnement.

I. Perfusion des animaux

Les souris sont anesthésiées avec du pentobarbital (50 mg/kg i.p.) (Centravet Lapalisse) puis
rapidement perfusées par voie intracardiaque avec du NaCl 0,9% et du paraformaldéhyde
(PFA 4%) (Sigma-Aldrich) dissous dans du tampon phosphate (PB 0,1 M, pH=74). Le
cerveau est ensuite prélevé, post-fixé une nuit a 4°C dans une solution de PFA 4% et placé
dans une solution de PB 0,1 M, pH=7,4 contenant 30% de sucrose pendant 72h. Les cerveaux
sont alors congelés dans une solution d’isopentane ou 2-methyl-butane a -33°C pendant 5
min, puis conservés a -20°C entourés de parafilm. Les cerveaux sont enfin coupés a 1’aide
d’un cryostat en coupes frontales de 30 um d’épaisseur, et conservées a 4°C dans une solution

de PB 10 mM, pH=7.,4 contenant 0,9% de NaCl et 0,1% d’azide de sodium.

I1. Immunohistochimie de la protéine c-Fos

L’approche neuroanatomique est basée sur I’immunohistochimie de la protéine Fos. Le
protocole utilis¢ comprend l'utilisation d'un anticorps primaire spécifique révélé par la
méthode avidine-biotine marquée a la peroxydase et d’un chromogéne alliant la 3-3'-
diaminobenzidine tétrahydrochloride (DAB) et le chlorure de nickel (NiCl,), induisant une
coloration bleue-noire des neurones exprimant Fos en présence de peroxydase et peroxyde

d’hydrogene (H,0,).
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Les différentes étapes de la détection immunohistologique sont décrites dans le tableau
suivant. Entre chacune d’elles, les coupes de cerveau sont rincées 3 fois 10 min dans du
tampon PB contenant 0.9% de NaCl et 0.3% de Triton X-100 (PBST) a 4°C et sous agitation.
Toutes les incubations et les ringages sont réalisés a 4°C, excepté I’étape de révélation

réalisée a température ambiante.

incubation réactif dilution temps

Anticorps sc-52
Anticorps primaire de lapin dirigé contre la protéine c-Fos
Santa Cruz, 1/8000 72h
dilué dans du PBST + 1% sérum pré-immun de chévre USA
Anticorps secondaire biotinylé de chévre anti-lapin Vector
. 1/1000 2h
dilué dans du PBST + 1% sérum pré-immun de chévre Laboratories
Vector
Complexe Avidine-Biotine marqué a la peroxydase . 1/200 2h
Laboratories
) . 10
Révélation DAB-NiCl,-H,0, Sigma-Aldrich .
min

Tableau 16 : Etapes de la détection immuno-histologique

La révélation de ’activité de la peroxydase se fait dans du tampon Tris-HCl 50 mM, pH 7.4
contenant 0.05 % de diaminobenzidine (DAB) (Sigma-Aldrich), 0.1 % de NiCl, (Sigma-
Aldrich), et 0.01 % de peroxyde d’hydrogene (H,O, ; Sigma-Aldrich), pendant 10 min.

III. Montage et coloration des coupes

Les coupes sont montées sur des lames gélatinées et séchées a température ambiante pendant
une nuit. Afin de délimiter précisément les structures cérébrales a analyser, elles sont colorées
au rouge neutre (1%, pH=4,8) (Sigma-Aldrich) pendant 3 min puis déshydratées rapidement
dans des bains d’alcool de concentrations croissantes (75%-95%-95%-100%-100%).
L’¢éthanol est ensuite éliminé par deux bains successifs d’Ottix pendant 2 min. Les lames sont

montées sous lamelle avec du Depex (Gurr, Royaume-Uni).
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IV. Observation et analyse des coupes

Une analyse qualitative des coupes est entreprise, a 1’aide d’un microscope photonique
(Axioskop 20, Zeiss, Allemagne), afin d’identifier les régions cérébrales a quantifier.
L’analyse quantitative des données anatomiques est quant a elle réalisée a I’aide d’un systéme
informatique d’analyse d’images équipé du logiciel Mercator (ExploraNova, La Rochelle,
France). Le contour des coupes et des structures anatomiques sont dessinés au grossissement
x2,5 tandis que les neurones immunomarqués sont quantifiés au grossissement x10. Pour
chaque région, trois coupes sont analysées bilatéralement. La densité moyenne de cellules
immuno-réactives (nombre total de cellules comptées divisé par la surface de mesure en mm?)
est déterminée et utilisée pour I’analyse statistique. Les structures analysées sont représentées

et standardisées grace a I’atlas de Paxinos et Franklin, 2001.

Figure 16 : Représentations des régions sélectionnées pour la quantification d’aprés ’atlas
de Paxinos et Franklin, 2001

La densité des neurones c-fos immuno-réactifs est quantifiée dans les régions suivantes :

Bregma +1.98 a -1.70 : 'CINGI(cortex cingulaire 1), PRL (cortex prélimbique) et "IL (cortex
infralimbique)

Bregma +1.18 a +0.98 : “CING2 (cortex cingulaire 2), "LSV (septum latéral ventral), "ACB SHELL
(noyau accumben shell) et ’ACB CORE (noyau accumbens core)

Bregma -1.34 a -1.945 : °DG (gyrus denté dorsal), "CAI (corne d’Ammon 1 dorsale), ""CA3 (corne
d’Ammon 3 dorsale, "' BLA (amygdale basolatérale) et °"MEA (amygdale médiale)

Bregma -3.28 d -3.52 : "CAI-V (corne d’Ammon 1 ventrale) et "SUBICULUM (subiculum ventral)
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(E) Western Blot

Nous avons choisi d’étudier les dysfonctionnements cérébraux qui sous-tendent la préférence
de place pour la cocaine observée chez les différentes lignées de souris, en étudiant
I’expression de AFos B et du BDNF par Western Blot 24h aprés la derniére session de

conditionnement de préférence de place.

La technique de Western Blotting est une technique semi-quantitative permettant d’étudier
I’expression d’une protéine spécifique. Les protéines sont tout d’abord séparées en fonction
de leur taille a 1’aide d’une électrophorese sur gel d’acrylamide, en conditions dénaturantes,
puis elles sont transférées sur une membrane ou elles sont mises en évidence de maniere

spécifique a I’aide d’anticorps. La révélation est enfin réalisée par chimioluminescence.

I. Préparation des tissus

Vingt-quatre heures aprés la derniere session de conditionnement de CPP, les souris sont
décapitées et leur cerveau est prélevé rapidement puis congelé a -80°C. Le cortex préfrontal,
le noyau accumbens et le striatum dorsal sont punchés, selon les coordonnées neuro-
anatomiques de Paxinos et Franklin, 2001, a 1’aide d’emporte-piéces de 1.20 et 1.50 mm de
diametre, sur des coupes de cerveaux d’épaisseur 240 um. Les tissus prélevés sont conservés

a -80°C dans des tubes eppendorf jusqu’a I’extraction des protéines.

Les tissus prélevés sont repris dans 10 volumes (mg tissus/pL) de milieu d’homogénéisation
contenant une solution de RIPA (100 Mm Tris, 300 mM NaCl, 2% NP-40, 1% sodium
déoxycholate et 0.2% SDS) et un cocktail d’inhibiteurs de protéases et d’EDTA (Halt
Protease Inhibitor Cocktail, Thermo-Scientific). Les tissus sont ensuite soniqués (3 pulses de
10 s avec une pause de 10 s sur glace entre chaque pulse) et placés sur glace pendant 1 heure.
Puis ils sont centrifugés 20 min (14000 rpm, 4°C) et les surnageants prélevés sont dénaturés
dans 2.5 volumes de tampon de charge (SDS, B-mercaptoéthanol) dans un bain-marie pendant

6 min a 95°C. Les échantillons sont conservés a -80°C jusqu’a la procédure d’électrophorése.

Les concentrations protéiques sont déterminées a 1’aide d’un spectrophotométre, par un test de

Bradford (1 M NaOH, 0.02% Trition X-100, Quick Start Bradford Dye Reagent, Bio-rad).
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I1. Electrophoreése et transfert des protéines

Des quantités égales (30 ng) d'échantillons de protéines et 3 pL de standard de masse
moléculaire coloré (Unstained Protein ECL, Bio-Rad) sont chargés et séparés par
¢lectrophorese, en conditions dénaturantes, sur un gel de gradient de polyacrylamide 4-20%
(Bio-Rad 4-20% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gel) pendant 40 min a 200 V (tampon de
migration Tris-Glycine/SDS, Bio-rad). Aprés migration, les gels sont mis a équilibrer pendant
10 min dans le tampon de transfert (Tris-Glycine, Bio-rad) et le transfert est réalisé¢ sur

membrane de PVDF (polyfluorure de vinylidéne) pendant 40 min a 90 V.

III. Immunodétection

Une coloration rouge Ponceau est réalisée pour vérifier la qualité de 1’étape de transfert et
découper la membrane. Puis la membrane est lavée dans du TBST (Tris-buffered saline, 0,1%

Tween 20), et incubée 1 h dans du tampon de blocage (3% Non-Fat Dry Milk, Bio-rad).

Incubation (PBST + 1% BSA) Réactif ‘ dilution

Anticorps primaire de lapin )
Anticorps 1/40000 24h
dirigé contre la protéine f-actine

Anticorps sc-7203

. . 1/500 24h
nticorps primaire de Santa Cruz, USA

lapin dirigé contre la protéine
Anticorps #9890
AFos B ) _ 1/500 24h
Cell Signaling Technology

Anticorps sc-20981 (H-117)

1/5000 24h
Anticorps primaire de lapin Santa Cruz, USA
dirigé contre la protéine BDNF Anticorps sc-546 (N20)
1/500 24h
Santa Cruz, USA
Anticorps secondaire biotinylé )
Bio-rad 1/20000 lh
de chévre anti-lapin
Streptactin HRP Bio-rad 1/10000 1h

Tableau 17 : Etapes de la détection immunologique
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Les différentes étapes de la détection immunologique sont décrites dans le tableau suivant et
réalisées a 4°C, excepté pour I’étape de I’anticorps secondaire. Entre chacune d’elles, les
membranes sont rincées 3 fois 5 min dans du TBST a température ambiante et sous agitation.

Différents anticorps primaires dirigés contre A Fos B et le BDNF ont été testés.

La révélation enzymatique est effectuée grice au kit ECL Plus (0.1 mL/cm® Enhanced
Chemiluminescence Plus, Amersham), pendant 5 min. La membrane est révélée par un
imageur (Fusion X7, Vuilbert Lourmat, plateforme CeCil) et la quantification des protéines
est réalisée a I’aide du systeme ImageJ (NIH). La masse moléculaire des protéines détectées

est déterminée grace au marqueur de masse.

Les résultats sont alors normalisés par rapport a ’actine puis exprimés en pourcentage

d’augmentation par rapport a la moyenne des controles, qui a été fixée a 100%.

(F) Analyses statistiques

Les analyses statistiques sont réalisées grace au logiciel Statview 5.0 (Abacus Concepts,
Etats-Unis). Pour les expériences comportementales, la distribution des variables est normale ;
une ANOVA a deux facteurs est réalisée, suivie d’un test post-hoc de Student-Newman
Keuls. Pour les expériences de neuro-anatomie et de western blot, la distribution des variables
s’écarte de la normalité et les analyses statistiques sont effectuées par le test non paramétrique
de Kruskal Wallis. Pour les études de corrélation, un test non paramétrique de Spearman est
utilisé.

Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM (erreur standard de la moyenne). Les
valeurs de probabilité inférieures a 5% ont été considérées comme statistiquement

significatives.
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Chapitre 1 : Poursuite de la caractérisation phénotypique des
différentes lignées de souris

I. Etude du comportement anxieux

De nombreuses études cliniques montrent une forte prévalence des troubles anxieux chez
les patients souffrant de dépression (Pollack 2005). L’objectif est de déterminer si les souris
résignées H/Rouen présentent également un comportement anxieux dans différents

paradigmes expérimentaux.

Les tests comportementaux utilisés dans cette étude sont des tests d’exploration classiques
dans lesquels les animaux sont confrontés a une situation conflictuelle, conflit entre la
motivation a explorer un environnement nouveau, et I’évitement des zones aversives ou
potentiellement dangereuses du dispositif utilisé. Trois épreuves ont été sélectionnées pour
évaluer le comportement anxieux des différentes lignées de souris : I’open-field permettant la
mesure de I’'index de thigmotactisme, le labyrinthe en croix surélevé et le double

compartiment noir-blanc.

Les résultats de ce chapitre font partie de la premicre publication intitulée « The H/Rouen
mouse model displays depression-like and anxiety-like behaviours » (2013); ne sont
présentés, dans ce manuscrit, que les résultats des tests comportementaux que j’ai réalisé moi-
méme a la génération F40 pour les souris H/ et NH/Rouen, et F22 pour les I/Rouen. Les

résultats de I’article, obtenus a des générations antérieures, seront cependant discutés.

Dans un premier temps, nous avons étudié 1’activité exploratoire des différentes
lignées de souris dans « I’open-field », et nous avons évalué 1’index de thigmotactisme qui
correspond au ratio de la distance parcourue par les animaux dans la zone périphérique sur la
distance totale. Ce parameétre est considéré comme un bon outil de mesure du niveau d’anxiété

chez les rongeurs (Figure 17).
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Figure 17 : Evaluation du comportement anxieux des différentes lignées de souris dans I’open-
field

L activité exploratoire des animaux (n=12) est représentée par l'index de thigmotactisme (a) et par la
distance totale parcourue (b) chez les souris males (M) et femelles (F). Les valeurs sont exprimées en
moyenne = sem lors d’une période de 45min. *** p<0.001 H/Rouen vs NH ou I//Rouen.

La mesure de I’index de thigmotactisme (Figure 17 a) montre que les souris H/Rouen males
et femelles explorent plus la zone périphérique de 1’open-field que les souris NH/Rouen et
I/Rouen [effet lignée, F(2,66)=37.73, p<0.001 ; post-hoc : ***p<0.001 H/Rouen vs NH/ et
I/Rouen]. Cette tendance a rester en périphérie, au contact des murs de 1’open-field, refléte un
comportement plus anxieux chez les souris H/Rouen dans ce paradigme expérimental.

Les résultats montrent également une activité locomotrice plus faible chez les souris H/Rouen
males et femelles (Figure 17 b), par rapport aux souris NH/Rouen et I/Rouen [effet lignée,
F(2,66)=21.55, p<0.001 : post-hoc : ***p<0.001 H/Rouen vs NH/ et I/Rouen], alors qu’elle

est similaire chez les souris NH/Rouen et I/Rouen.

» Ces premiers résultats sur la mesure de I’index de thigmotactisme sont en faveur d’un
comportement plus anxieux chez les souris H/Rouen que dans les autres lignées de

souris.

Nous avons ensuite évalué le comportement anxieux des différentes lignées de souris dans
le labyrinthe en croix surélevé dans lequel les bras ouverts sont considérés comme
anxiogenes (Figure 18).
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Figure 18 : Evaluation du comportement anxieux dans le test du labyrinthe en croix surélevé

L’ anxiété des animaux (n=12) est évaluée par le temps passé dans les bras ouverts anxiogenes (a) et
par le pourcentage d’entrées dans les bras ouverts (par rapport au nombre total d’entrées) (b).
L activité locomotrice est évaluée quant a elle par la distance totale parcourue (c). Les valeurs sont
exprimées en moyenne + sem, lors d’une période de 5 min chez les souris males (M) et femelles (F). *
p<0.05 et ¥** p<0.001 H/Rouen vs NH/ ou I/Rouen.

Les résultats montrent que toutes les lignées de souris passent moins de temps dans les bras
ouverts du labyrinthe en croix surélevé, que dans les bras fermés (entre 75 et 107 s pour une
épreuve d’une durée de 5 min), ce qui confirme le caractére anxiogéne de cette partie du
dispositif expérimental (Figure 18 a). Par ailleurs, les résultats indiquent que le temps passé

dans les bras ouverts est identique chez les trois lignées de souris males. Chez les femelles, on
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observe par contre une diminution du temps passé dans les bras ouverts chez les souris
H/Rouen, par rapport aux souris NH/ et I/Rouen [effet lignée, F(2,66)=2.05, p<0.05 ; post-
hoc : *p<0.05 H/Rouen vs NH/ et I/Rouen] (Figure 18 a), associé¢e a une diminution du
pourcentage d’entrées dans les bras ouverts [effet lignée, F(2,66)=31.83, p<0.001 ; post-hoc :
*p<0.05 H/Rouen vs NH/ et I/Rouen] (Figure 18 b), témoignant d’un comportement plus
anxieux chez les souris H/Rouen femelles dans ce paradigme expérimental.

On peut noter, comme dans I’épreuve de I’open-field, une diminution de [D’activité
locomotrice chez les souris H/Rouen males et femelles par rapport aux souris NH/ et [/Rouen
[effet lignée, F(2,66)=4,408 p<0.05 ; post-hoc : ***p<(0.001 H/Rouen vs NH/ et I/Rouen]
(figure 18 c).

» Ces résultats dans le labyrinthe en croix surélevé réveélent un comportement anxieux

plus prononcé chez les souris H/Rouen femelles.

Nous avons enfin évalué le comportement anxieux des différentes lignées de souris dans
le double compartiment noir-blanc dans lequel le compartiment blanc, fortement éclairé, est

plus anxiogene que le compartiment noir plongé dans 1’obscurité (Figure 19).
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Figure 19 : Evaluation du comportement anxieux dans le test du double compartiment noir-
blanc

L anxiété des animaux (n=12) est évaluée par le temps passé dans le compartiment blanc anxiogene (a)
chez les souris males (M) et femelles (F). L activité locomotrice des souris, évaluée par la distance totale
parcourue, est montrée en (b). Les valeurs sont exprimées en moyenne + sem, lors d’une période de 5

min. *** p<0.001 H/Rouen vs NH/Rouen ou I/Rouen.
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Les résultats montrent que les souris H/Rouen males et femelles passent significativement
moins de temps dans le compartiment blanc que les souris NH/ et I/Rouen [effet lignée,
F(2,66)=11.07, p<0.001 ; post-hoc : ***p<0.001 H/Rouen vs NH/ et I/Rouen] (figure 19 a).

Les souris H/Rouen présentent également dans ce test une activité locomotrice plus faible que
les souris NH/Rouen [effet lignée, F(2,66)=8.66, p<0.001 ; post-hoc : ***p<0.001 H/Rouen
vs NH/Rouen] (figure 19 b), confirmant les différences de locomotion retrouvées dans les

tests précédents.

» Ces résultats dans le test du double compartiment noir-blanc confirme le

comportement anxieux retrouvé chez les souris H/Rouen.

Nous observons, dans la majorité des tests comportementaux utilisés, que les souris H/Rouen
présentent une activité locomotrice plus faible que les souris NH/ et I/Rouen. Cette
caractéristique phénotypique des souris H/Rouen semble ne pas interférer avec 1’expression
de leur comportement anxieux puisque, d’une part, il n’y a pas de corrélation entre I’activité
locomotrice et les scores d’anxiété chez ces souris. D’autre part, les parametres que nous
avons choisis pour rendre compte des résultats tiennent compte de 1’activité locomotrice
globale (résultats exprimés en pourcentages). Nous pouvons donc conclure de ces
expériences que les souris H/Rouen de la génération F40 présentent un comportement anxieux
plus prononcé que les souris NH/ et I/Rouen dans ces différents tests comportementaux basés

sur le conflit approche/évitement.

II. Etude de la corrélation entre le comportement de résignation et le

comportement anxieux

Nous avons ensuite vérifié s’il existe une corrélation entre le comportement de résignation
¢valué dans le TST et le FST, et la manifestation du comportement anxieux observé dans les

différents paradigmes expérimentaux utilisés précédemment.

Dans le test de suspension par la queue (figure 20 a) tout comme dans le test de la nage
forcée (figure 20 b), les résultats montrent une trés faible durée d’immobilité chez les souris
NH/Rouen, une forte durée d’immobilité chez les souris H/Rouen et un temps d’immobilité

intermédiaire chez les souris I/Rouen [effet lignée dans le TST, F(2,66)=535.287, p<0.001 ;
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post-hoc : ***p<(0.001 H/Rouen vs NH/ et I/Rouen et dans le FST, F(2,66)=521.488, p<0.001
; post-hoc : ***p<(0.001 H/Rouen vs NH/ et [/Rouen].
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Figure 20 : Evaluation du comportement de résignation dans le TST et dans le FST, et
étude de leur corrélation chez les différentes lignées de souris

Le comportement de résignation des animaux (n=12) est évalué par la durée d’immobilité dans le TST
(a) et dans le FST (b). L’étude de corrélation de la durée d’immobilité dans les deux tests est
representée chez les souris madles (M) (c) et femelles (F) (d). Les valeurs sont exprimées en moyenne +
sem, lors d’une période de 6 min. *** p<(0.001 H/Rouen vs NH/ et I/Rouen.
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On peut établir une corrélation positive significative entre le temps d’immobilité dans le TST
et dans le FST a la fois chez les souris males (r=0.88 p<0.001) (Figure 20 c¢) et chez les
souris femelles (r=0.93 p<0.001) (figure 20 d). Cette forte corrélation indique que les trois
lignées de souris présentent le méme phénotype, par rapport au comportement de résignation,

quelque soit le paradigme expérimental utilisé.

Nous avons ensuite déterminé s’il existait une corrélation entre le comportement de
résignation observé dans le TST, et le comportement anxieux révélé dans les tests décrits

précédemment.

On peut établir I’existence d’une corrélation positive significative entre la durée d’immobilité
dans le TST ou le FST avec I'index de thigmotactisme a la fois chez les souris males (TST :
r=0.68 p<0.001 et FST : r=0.65 p<0.001) et chez les souris femelles (TST : r=0.51 p<0.01 et
FST : r=0.43 p<0.01) indiquant que les souris les plus résignées passent plus de temps en
périphérie de I’actimetre et donc sont plus anxieuses.

Il existe également une corrélation négative significative entre la durée d’immobilité dans le
TST ou le FST et le temps passé dans les bras ouverts du labyrinthe en croix surélevé chez les
souris femelles (TST : r=0.-0.39 p<0.05 et FST r= -0.32 p=0.05) ; cette corrélation n’est pas
observée chez les souris males qui ne manifestent pas de comportement anxieux dans ce test.
11 existe enfin une corrélation significative entre la durée d’immobilité dans le TST ou de FST
et le temps passé dans le compartiment anxiogéne du double compartiment noir-blanc chez les
souris males (TST : r=-0.49 p<0.01 et FST : r=-0.38p<0.05) et femelles (TST : r=-0.49 p<0.01
et FST : r=-0.33 p<0.05), indiquant que les souris les plus résignées passent moins de temps

dans les parties anxiogenes de ces dispositifs expérimentaux et donc sont plus anxieuses.

III. Conclusion

L’ensemble de nos résultats montre que les souris H/Rouen, sélectionnées sur la base de
leur comportement de résignation dans le test de suspension par la queue, manifestent des
comportements anxieux plus prononcés que les souris NH/ et I/Rouen dans différentes

épreuves comportementales.

Les résultats de ces expériences, réalisées aux générations actuelles (F40 pour les souris H/ et

NHRouen et F22 pour les souris I/Rouen) sont similaires aux résultats obtenus avec des
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générations antérieures (F30 pour les souris H/ et NH/Rouen et F12 pour les souris I/Rouen).
Ils indiquent que, malgré la sélection des souris sur leur comportement de résignation, le
phénotype anxieux se maintient au cours de la reproduction des animaux, et est globalement

bien corrélé au phénotype dépressif des souris H/Rouen.

Cette forte association entre phénotype dépressif et anxieux est retrouvée dans d’autres
modeles animaux de dépression basés sur la confrontation a des interactions sociales
négatives. C’est le cas, par exemple, des modeles de subordination sociale (Krishnan et al.
2007) et d’isolement social (Ago et al. 2007) dans lesquels les animaux présentant un
phénotype résigné montrent également un comportement anxieux dans différents paradigmes
expérimentaux. Cette association est également observée dans les modeles de dépression
considérés comme empiriques, comme chez les rats bulbectomisés (D. Wang et al. 2007), les
rats Wistar Kyoto (McAuley et al. 2009) et les rats Fawn-Hooded (David H Overstreet et al.
2009), ou I’observation fortuite du phénotype dépressif est accompagnée d’une composante

anxieuse.

Par ailleurs, il est également intéressant de constater, qu’a I’inverse, dans plusieurs
modeles d’anxiété pathologique, les animaux sélectionnés sur la base de leur comportement
anxieux extréme présentent également un phénotype résigné. On peut citer, par exemple, les
souris hyper-anxieuses HAB-M, sélectionnées pour leur comportement anxieux dans le test
du labyrinthe en croix surélevé, qui présentent une anxiété prononcée dans différentes
épreuves comportementales, mais également un comportement de type dépressif dans le test
de la nage forcée et dans le test de suspension par la queue (Kromer et al. 2005). C’est le cas
¢galement des rats Roman Low Avoidance, sélectionnés pour leur défaut de stratégie
d’échappement a une situation aversive, qui présentent une anxiété marquée dans différentes
épreuves comportementales, et une forte immobilité dans le test de la nage forcée (Piras et al.

2013).

Ces différentes études soulignent ainsi le lien étroit qui existe entre ces différents
comportements, que ce soit dans les modeles d’anxiété pathologique ou dans les modeles de
dépression basés sur une sélection génétique des animaux ou sur I’exposition chronique a des
situations stressantes. Elles posent la question des facteurs ou des conditions favorisant

I’apparition d’un phénotype mixte d’anxiété-dépression.
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Ces observation peuvent étre rapprochées de ce qui est fréquemment décrit chez
I’homme (Levine et al. 2001). De nombreuses études cliniques et épidémiologiques
¢tablissent, en effet, une forte association entre la dépression et les troubles anxieux (Pollack
2005). Cette co-occurrence n’est pas sans incidence sur 1’évolution de la maladie, puisqu’elle
tend a aggraver la durée et la sévérité des symptomes anxieux et dépressifs, et a compliquer la

prise en charge thérapeutique.

Les études chez I’homme soulévent aujourd’hui I’importance de développer des
modeles animaux de dépression associée a des troubles anxieux afin de comprendre les bases
neurobiologiques et génétiques de la dépression et de I’anxiété, et de proposer des stratégies
thérapeutiques plus efficaces pour les cas pathologiques de dépression a composante
anxieuse. Le modé¢le des souris H/Rouen pourrait ainsi représenter un modéle intéressant des
troubles mixte d’anxiété et de dépression pour mieux comprendre 1’association de ces deux
pathologies. Néanmoins, les épreuves comportementales utilisées dans notre étude modélisent
uniquement le conflit d’approche/évitement caractéristique de [’anxiété généralisée. Il
pourrait étre intéressant d’étendre 1’analyse du comportement anxieux des souris H/Rouen a

d’autres pathologies anxieuses comme le stress post-traumatique en étudiant I’apprentissage

et la mémoire de la peur conditionnée.
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Chapitre 2 : Sensibilité des différentes lignées de souris aux
effets psychomoteurs de la cocaine

La cocaine est une drogue psychostimulante dont I’effet psychomoteur chez le rongeur se
traduit, a faibles doses, par une augmentation de 1’activité locomotrice (Nielsen et Scheel-
Kruger, 1988) et a fortes doses, par I’apparition de comportements stéréotypés (définis
comme des mouvements répétitifs effectués sans but précis tels que le sniffing, les
redressements, les mouvements de tétes...) qui peuvent entraver 1’activité locomotrice (Tyler
et Tessel, 1979). Lorsque la cocaine est administrée de fagon répétée, 1’activité locomotrice
qu’elle induit augmente progressivement pour une méme dose ; ce phénomene de
sensibilisation comportementale représente un outil efficace pour étudier les neuro-
adaptations mises en place dans les circuits neuronaux de la récompense (Vanderschuren et

Kalivas, 2000 ; Thomas et al, 2008).

Au début de cette these, nous ne disposions d’aucune information relative aux effets
moteurs des psychostimulants dans les différentes lignées de souris. Nous avons choisi
d’évaluer, chez les différentes lignées de souris, la sensibilité aux effets moteurs aigus et

chroniques de la cocaine, en ¢étudiant le phénomene de sensibilisation comportementale.

L. Sensibilité aux effets moteurs aigus de la cocaine

Préalablement a I’injection de cocaine, les animaux sont habitués a 1’enceinte de I’actimeétre ;
’activité locomotrice des animaux diminue progressivement, et de fagon similaire quelle que

soit la lignée de souris (résultats non montrés).

Aprés administration de NaCl 0.9%, ’activité locomotrice des souris est plus forte chez les
souris NH/ et I/Rouen que chez les souris H/Rouen, a la fois chez les animaux males
[interaction traitement x lignée F(2,32)=4,379, p<0.05 ; post-hoc : *p<0.05 H/Rouen vs NH/
et I/Rouen] (figure 21 a), et chez les animaux femelles [interaction traitement x lignée
F(2,38)=13,798, p<0.001 ; post-hoc : *p<0.05 H/Rouen et NH/ vs I/Rouen] (figure 21 b).

Ainsi, malgré la période d’habituation qui permet d’atténuer les différences de réactivité a un
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nouvel environnement, traduites en termes d’activité locomotrice, une différence d’activité
9 9

locomotrice subsiste aprés administration de solution saline.
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Figure 21 : Effets psychomoteurs aigus de la cocaine chez les différentes lignées de souris

L’activité exploratoire des animaux (n=8-16) est représentée par la distance totale parcourue dans un
actimetre chez les souris mdles (M) (a) et femelles (F) (b). Les valeurs sont exprimées en moyenne =+
sem lors d’une période de 45 min. * p<0.05 vs saline de la lignée correspondante

Apreés administration de cocaine, I’analyse ANOVA a deux facteurs révele une interaction
entre la dose de cocaine administrée et le phénotype des souris chez les animaux males
[interaction traitement x lignée F(10,171)=2.42, p=0.01] (figure 21 a) et femelles [interaction
traitement x lignée F(10,187)=4.90, p<0.001] (figure 21 b), indiquant que I’administration de
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cocaine entraine une augmentation de I’activité locomotrice dose-dépendante différente selon

les lignées de souris.

L’augmentation de 1’activité¢ locomotrice est détectable des la dose de 3 mg/kg chez les souris
males et femelles NH/Rouen (p<0.05), dés 10 mg/kg chez les souris males et femelles
H/Rouen et les souris males I/Rouen (p<0.05), elle n’est observable par contre qu’a la dose de
20 mg/kg chez les souris femelles I/Rouen (p<0.05). On observe, par ailleurs, que I’activité
locomotrice maximale est similaire pour toutes les lignées de souris. A forte dose (30 mg/kg),
une analyse qualitative révele que la cocaine entraine des comportements stéréotypés qui
entravent 1’activité locomotrice tels que des redressements et des comportements de rotation

(résultats non montrés).

Il est intéressant de constater un décalage vers la droite de la courbe dose-réponse chez les
souris H/ et I/Rouen par rapport aux souris NH/Rouen, indiquant que les souris H/ et I/Rouen
sont moins sensibles aux effets psychomoteurs de la cocaine que les souris NH/Rouen. Le
calcul des valeurs d’EDsy (ou dose de cocaine produisant 50% de 1’activité locomotrice
maximale) pour les différentes lignées de souris (tableau 18) confirment cette différence de
sensibilité aux effets moteurs de la cocaine. En effet, les valeurs d’EDs( se décalent chez les
souris males de 3.32+0.51 mg/kg chez les NH/Rouen a 6.85+2.98 mg/kg chez les H/Rouen et
a 9.97+1.51 mg/kg chez les I/Rouen. Chez les souris femelles, les valeurs d’EDs, passent de
1.78+0.82 mg/kg chez les NH/Rouen a 4.3+2.36 mg/kg chez les H/Rouen et a 10.12+1.3
mg/kg chez les I/Rouen. Par conséquent, le calcul des EDs, indique tres clairement que les
souris H/Rouen et I/Rouen sont moins sensibles a la cocaine que les souris NH/Rouen. En
d’autres termes, il est nécessaire d’administrer une dose de cocaine plus forte chez ces souris

pour obtenir une réponse comportementale comparable a celle des souris NH/Rouen.

NH/Rouen | H/Rouen | I/Rouen | NH/Rouen | H/Rouen | I/Rouen
ED50 3.32 6.85 9.97 1.78 4.3 10.12
Ecart-type 0.51 2.98 1.51 0.82 2.36 1.3

Tableau 18 : Mesure des valeurs d’ED50 chez les différentes lignées de souris
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» En conclusion, les résultats de la courbe dose-réponse et du calcul des valeurs d’EDs
suggerent que les souris H/ et I/Rouen sont moins sensibles aux effets psychomoteurs

aigus de la cocaine que les souris NH/Rouen.

II.  Sensibilisation comportementale a la cocaine

Apres induction de la sensibilisation comportementale a la cocaine par une exposition
quotidienne a la drogue (10 mg/kg/jour de cocaine pendant 5 jours chez les animaux
sensibilisés et de NaCl 0.9% chez les animaux témoins), le test de sensibilisation

comportementale est réalisé apres une dose challenge de 1 mg/kg de cocaine (Figure 22).

L’analyse ANOVA a deux facteurs, réalisée sur 1’activité locomotrice des animaux, ne révele
pas d’interaction entre le traitement administré et le phénotype des souris, mais un effet
traitement chez les souris males [effet traitement F(1,46)=43.03, p=0.001] et chez les souris
femelles [effet traitement F(2,43)=40.095, p<0.001], indiquant que toutes les lignées de souris

expriment une sensibilisation comportementale a la cocaine.

Chez les souris témoins n’ayant recu que des injections de NaCl lors de la phase
d’induction de la sensibilisation comportementale, une dose challenge de 1 mg/kg de cocaine
induit une activité locomotrice plus forte chez les souris NH/ et I/Rouen par rapport aux souris
H/Rouen, a la fois chez les souris males [F(2,23)=4,017, p<0.05 ; post-hoc : *p<0.05 H/Rouen
vs NH/ et I/Rouen] et chez les souris femelles [F(2,21)=22,212, p<0.001 ; post-hoc : *p<0.05
H/Rouen vs NH/ et I[/Rouen] (figure 22 a, ¢).

Chez les souris males pré-exposées a la cocaine lors de la phase d’induction de la
sensibilisation (Figure 22 a, b), une dose challenge de 1 mg/kg de cocaine augmente de fagon
significative 1’activité locomotrice [effet traitement F(1,43)=43.761, p<0.001 ; post-hoc :
*p<0.05 cocaine vs NaCl] et les redressements des souris H/, NH/ et [/Rouen [effet traitement
F(1,46)=16,928 p<0.001 ; post-hoc : *p<0.05 cocaine vs NaCl] par rapport aux souris témoins
de la lignée correspondante, ce qui indique que ces souris se sont sensibilisées aux effets
psychomoteurs de la cocaine. Ces augmentations sont respectivement de 184%, 158% et

155% chez les souris males H/, NH/ et [/Rouen et ne différent pas statistiquement entre elles.

Concernant les souris femelles pré-exposées a la cocaine, 1’activité locomotrice des souris

H/, NH/ et I/Rouen induite par une dose challenge de 1 mg/kg est plus élevée que celle des
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souris témoins de la lignée correspondante (Figure 22 ¢) [effet traitement F(1,46)=19.157,
p<0.001 ; post-hoc : *p<0.05 cocaine vs NaCl], indiquant que ces souris se sont sensibilisées

aux effets psychomoteurs de la cocaine.
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Figure 22 : Expression de la sensibilisation comportementale a la cocaine mesurée par I’activité
locomotrice et les redressements

L’ activité des animaux (n=8-9) est représentée lors d’une période de 15 min durant le test de
sensibilisation comportementale par la distance totale parcourue dans un actimétre (a, c) et par le
nombre de redressements (b,d) chez les souris males (M) (a,b) et femelles (F) (c,d). Les valeurs des
graphiques sont exprimées en moyenne + sem. * p<0.05 vs NaCl
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La sensibilisation comportementale se traduit par une augmentation de I’activité locomotrice
de 168%, 178% et 158% respectivement chez les souris femelles H/, NH/ et I/Rouen.
Cependant, elle ne s’exprime pas a travers les redressements qui sont similaires chez les

souris sensibilisées et chez les souris témoins (Figure 22 d).

» En conclusion, nos résultats ne montrent pas de différence majeure de sensibilisation
comportementale dans les différentes lignées de souris, et suggeérent que si des
différences de sensibilité aux effets psychomoteurs de la cocaine existent entre les
différentes lignées de souris aprés une injection aigué, celles-ci ont tendance a

s’estomper apres une exposition répétée a cette drogue.

III. Conclusion

Les résultats de ce chapitre apportent les premicéres données sur la sensibilité des

différentes lignées de souris aux effets psychomoteurs de la cocaine.

Le décalage vers la droite des courbes effet-dose et 1’augmentation des valeurs d’EDs
chez les souris H/ et I/Rouen en comparaison des souris NH/Rouen, indiquent tout d’abord
une sensibilité aux effets moteurs aigus de la cocaine réduite chez les souris H/ et I/Rouen, par

rapport aux souris NH/Rouen.

S’il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la littérature obtenus dans des
conditions expérimentales différentes, nous avons toutefois tent¢ de comparer ces résultats
avec d’autres données obtenues sur la souche de souris CDI1, a I’origine des différentes
lignées de souris. Une seule étude apporte une mesure d’ED50 pour la liaison in vivo de la
cocaine au transporteur de la dopamine. Celle-ci, réalisée par mesure de compétition entre le
[PH]GBR12783 et la cocaine, permet d’évaluer I’EDsp a 8.6 mg/kg [IC 3-25] chez les souris
males CD1 (Vaugeois, Bonnet, et Costentin 1992), mesure dans la méme gamme de valeurs

que celles que nous avons obtenues dans cette étude (3,32 mg/kg + 0,51 2 9,91 mg/kg +1,51).

L’activité locomotrice induite par la cocaine est reliée, chez les rongeurs, a la
neurotransmission dopaminergique dans le noyau accumbens. Les études pharmacologiques
classiques ont montré, en effet, que I’infusion de cocaine dans le noyau accumbens est

suffisante pour augmenter 1’activité locomotrice, et 1’utilisation d’antagonistes des récepteurs
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dopaminergiques D1 bloque I’activité locomotrice induite par cette drogue psychostimulante
(Koob, Stinus, et Le Moal 1981 ; Neisewander et al. 1998). Des études plus récentes ont
utilisé la technique d’optogénétique pour cibler les neurones du noyau accumbens exprimant
spécifiquement les récepteurs dopaminergiques D1 ou D2, elles soulignent le controle
bidirectionnel de ces deux populations neuronales dans les effets moteurs et renforgants de la
cocaine (Lobo et al. 2010; Hikida et al. 2010; Chandra et al. 2013). Ces études montrent en
effet que la stimulation optogénétique des neurones dopaminergiques D1 potentialise
I’activité locomotrice et la sensibilisation comportementale induites par la cocaine, et elle
favorise I’expression de la CPP induite par cette drogue. A I’inverse, la potentialisation des
effets psychomoteurs et renfor¢ants de la cocaine est permise par 1’inhibition optogénétique

des neurones dopaminergiques D2.

I1 est donc tentant de relier les différences de réactivité comportementales a la cocaine
observées dans les différentes lignées de souris a une différence de neurotransmission
dopaminergique, en particulier au niveau du noyau accumbens. Or nous disposons de trés peu

de données chez ces souris pour étayer notre hypothése.

D’une part, nous avons mentionné dans I’introduction qu’il n’existe pas de différences, entre
les lignées de souris, dans les taux tissulaires de DA et de ses métabolites dans les différentes
régions cérébrales étudi€es par le Dr L. Denoroy (cortex préfrontal, hippocampe, striatum
dorsal, hypothalamus et cervelet). Les dosages dans le noyau accumbens n’étaient pas inclus
dans 1’étude ; toutefois, au vu de I’absence de différences dans le cortex préfrontal et le
striatum dorsal, on peut penser que les taux tissulaires de DA et de ses métabolites sont

identiques entre les souris H/ et NH/Rouen dans cette structure.

D’autre part, une étude non publiée du Dr P. Svenningsson montre que les souris H/Rouen
présentent une diminution de la liaison auto-radiographique du RTI (un analogue de la
cocaine) au DAT dans le striatum dorsal par rapport aux souris NH/Rouen ; les résultats de
cette étude ne donne cependant pas d’informations relatives au taux d’expression ou a
I’affinité de la cocaine pour le DAT, et ne peuvent expliquer la différence de sensibilité aux

effets moteurs de la cocaine entre les souris H/ et NH/Rouen.

L’ensemble de ces données ne nous permet pas de définir si des différences fonctionnelles

dans la neurotransmission dopaminergique pourraient étre a I’origine de la diminution de la
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sensibilité aux effets moteurs aigus de la cocaine observée chez les souris résignées H/Rouen.
Des ¢tudes complémentaires apparaissent ainsi nécessaires pour amener des bases
neurochimiques a ces différences de réactivité comportementales a la cocaine, en approchant
les différents versants de la neurotransmission dopaminergique (en présynaptique : mesure de
I’expression du DAT, en postsynaptique: mesure de 1’expression des récepteurs
dopaminergiques D1 et D2 et de la libération de dopamine ; é¢tude des voies intracellulaires de
transduction du signal...). Par ailleurs, il n’est pas exclu que d’autres systemes de
neurotransmetteurs, comme le systéme glutamatergique, puisse sous-tendre les différences de
réactivité observées entre les souris H/ et NH/Rouen (Zhang et al. 2001 ; Garcia-Keller et al.

2013).

Nous avons choisi d’étudier, dans un second temps, la vulnérabilité des différentes lignées
de souris aux effets psychomoteurs chroniques de la cocaine, en évaluant I’expression de la

sensibilisation comportementale a cette drogue.

Nous avons montré que les différences de sensibilité aux effets moteurs aigus de la cocaine
s’estompent aprés une administration répétée de cocaine, puisque toutes les lignées de souris
expriment une sensibilisation comportementale a cette drogue similaire. Nos données
suggerent donc que les phénomeénes de neuroplasticités qui se mettent en place (augmentation
de la libération de DA, sensibilisation des récepteurs DA...) dans les circuits neuronaux
régulant I’activité locomotrice, lors de 1’exposition répétée a la drogue, aboutissent a des
effetssimilaires dans les différentes lignées de souris (Thomas, Kalivas, et Shaham 2008 ;

Kalivas et O’Brien 2008).

Plusieurs études, dans la littérature, mettent en avant une dissociation entre les effets
psychomoteurs et renfor¢ants des drogues psychostimulantes (Riday, Kosofsky, et Malanga
2012 ; Eisener-Dorman, Grabowski-Boase, et Tarantino 2011). La dissociation des effets
moteurs et renforcants de la cocaine constitue un aspect intéressant a étudier, d’autant plus
que les circuits neuronaux impliqués dans les effets psychomoteurs de la cocaine sont
différents de ceux impliqués dans la recherche et la prise de drogue (George F Koob et

Volkow 2010).

Ainsi, il n’est pas exclu que les souris H/Rouen, qui sont moins sensibles aux effets
psychomoteurs de la cocaine, soient en revanche plus sensibles a ses effets renforgants.
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Chapitre 3 : Vulnérabilité des différentes lignées de souris
aux effets renforcants de la cocaine

Disposant de résultats sur la sensibilité aux effets psychomoteurs de la cocaine, avec la
conclusion intéressante que 1’exposition répétée a cette drogue conduit a une sensibilisation
psychomotrice identique chez les différentes lignées de souris, nous avons décidé d’évaluer
leur vulnérabilité aux effets récompensants de la cocaine en utilisant le test de CPP
(Tzschentke 1998). Celui-ci constitue un paradigme classiquement utilis€ pour mesurer les
effets renforcants des drogues, en évaluant la valeur motivationnelle acquise par les indices

environnementaux associés a leur exposition (Mueller et Stewart 2000).

I. Expression de la préférence de place conditionnée induite par la

cocaine
(1) Phase de pré-test

Au cours de la phase de pré-conditionnement ou phase de pré-test, les animaux ont un
libre acceés aux deux compartiments du dispositif de CPP. Le temps passé dans le
compartiment de référence, correspondant au compartiment qui sera associ¢ a la cocaine chez
les animaux traités ou qui sera déterminé de maniére aléatoire chez les animaux témoins, est

déterminé sur une période de 15 min (Figure 23).

Apres exclusion des animaux présentant une préférence innée pour un des deux
compartiments supérieure a 70% (moins de 10% des souris testées, en proportion équivalente
dans les différentes lignées males et femelles), les groupes de souris testés a 24 h ne
présentent pas de préférence spontanée pour I’un ou ’autre des compartiments. En effet, le
temps pass¢ dans le compartiment de référence ne differe statistiquement pas de 450 s, valeur
théorique correspondant a la moitié du temps passé¢ dans le dispositif de CPP. L’absence de
préférence innée pour un des deux compartiments nous a permis d’utiliser un protocole de

CPP non biaisé.
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Figure 23 : Phase de pré-test

Le temps passé par les animaux dans le compartiment de référence, qui sera associé a la cocaine chez
les animaux traités ou qui sera déterminé de maniere aléatoire chez les animaux témoins, est
représenté lors d’une période de 15 min durant la phase de prétest chez les souris mdles (M) (a) et
femelles (F) (b) (n=9-14). Les valeurs des graphiques sont exprimées en moyenne + sem et comparées
a une valeur théorique (450 s) qui correspond a la moitié du temps passé dans le dispositif de CPP.

(2) Expression de la préférence de place conditionnée

Apres la phase de conditionnement a la cocaine (10 mg/kg) et les injections de NaCl
0.9% chez les souris témoins, les animaux ont de nouveau libre accés aux deux
compartiments. Le score de préférence des souris, utilis¢é comme indicateur des effets

renfor¢ants de la drogue, est représenté Figure 24.

Les résultats obtenus 24 h aprés la phase de conditionnement montrent, tout d’abord,
que les souris témoins, ayant recu du NaCl, ne manifestent pas de préférence pour un
compartiment en particulier ; le score de préférence de place est proche de zéro (valeur
théorique de référence) et ne différe pas entre les lignées de souris males et femelles. Par
contre, toutes les lignées de souris traitées a la cocaine développent une préférence de place
pour le compartiment associé¢ a cette drogue. Nous avons ensuite vérifié que les scores de
préférence de place se maintiennent dans le temps en réalisant le test de CPP 5 jours apres la

derniére session de conditionnement.
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Figure 24 : Score de préférence de place conditionnée a la cocaine 24 h ou 5 jours apreés la
derniére session de conditionnement

Le score de préférence des animaux (n=8-14) est déterminé lors d’'une période de 15 min durant la
phase de test réalisée 24 h (Cocaine 24 h) et 5 jours (Cocaine 5 j) apres la derniere session de
conditionnement, chez les souris males (a) et femelles (b). Les valeurs des graphiques sont exprimées
en moyenne + sem de la différence du temps passé dans le compartiment associé a la cocaine (ou NaCl)
avant et apres le conditionnement. * p<0.05 vs NaCl et A p< 0,05 H/Rouen vs NH/ et I/Rouen

Chez les souris males (Figure 24 a), on observe une préférence de place pour le

compartiment associé¢ a la cocaine similaire chez les souris H/ et NH/Rouen 24 h apres la
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dernicére session de conditionnement [effet traitement F(2,78)=17.251, p<0.001 ; post-hoc :

p<0.05 vs NaCl].

Cinq jours apres la fin du conditionnement, les souris H/Rouen maintiennent leur préférence
de place avec la méme amplitude qu’a 24 h, celle des souris NH/Rouen diminue légérement
(p<0.05). 1l est surprenant que cette préférence de place induite par la cocaine soit absente
chez les souris males I/Rouen (p=0.228). La variabilité des scores de CPP, observée chez ces
souris, pourrait refléter la variabilit¢ individuelle due a leur phénotype, et €tre a 1’origine
d’une différence statistique non significative entre les animaux témoins et pré-exposés a la
cocaine. Ainsi, ces résultats mettent en avant une préférence de place plus forte et plus robuste

chez les souris H/ et NH/Rouen que chez les souris I/Rouen.

Chez les souris femelles (Figure 24 b), I’analyse ANOVA a deux facteurs révele une
interaction entre le traitement et le phénotype [interaction traitement x lignée F(4,78)=3.285,
p<0.05], indiquant des scores de préférences de place différents selon la lignée de souris.
Nous observons, 24 h apres la derniere session de conditionnement, une préférence de place
plus forte chez les souris H/Rouen par rapport aux souris NH/Rouen et I/Rouen (p<0.05), et
une CPP plus forte chez les souris I[/Rouen par rapport aux souris NH/Rouen (p<0.05).

Toutes les lignées maintiennent leur préférence de place pour la cocaine avec la méme
amplitude a 5 jours qu’a 24 h. Les différences de préférence de place sont trés marquées chez
les souris femelles aussi bien a 24 h qu’a 5 jours. Ces données suggerent donc que les souris
femelles H/Rouen sont plus sensibles aux effets renforgants de la cocaine que les souris NH/

et I/Rouen.

La forte préférence de place pour le compartiment associé¢ a la cocaine chez les souris
résignées H/Rouen, par rapport aux souris NH/ et I/Rouen, pose la question du lien entre le

score de CPP et le comportement de résignation.

De plus, la faible CPP induite par la cocaine chez les souris femelles NH/Rouen pose la
question de ’efficacité de la dose utilisée dans cette expérience (10 mg/kg) pour induire des
effets renforgcants chez ces souris. Des résultats similaires ont été obtenus aprés un
conditionnement avec une dose de 20 mg/kg de cocaine (NH/Rouen F :95 s + 27.26 ;
H/Rouen F : 215 s £ 34.25). On retrouve une préférence de place pour la cocaine plus forte
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chez les souris femelles H/Rouen et une faible CPP chez les souris femelles NH/Rouen

(p>0.05).

(3) Etude de corrélation entre les scores de préférence de place et le comportement

de résignation dans le TST

Une étude de corrélation entre le score de préférence de place conditionnée induite par
la cocaine obtenu a 5 jours et la durée d’immobilité dans le TST a été réalisée chez les souris

femelles.

Elle montre une corrélation positive significative (r=0.62, p=0.001) (Figure 25), indiquant
que le score de préférence de place induite par la cocaine est d’autant plus élevé que la souris

présente un fort degré de résignation.
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Figure 25 : Corrélation entre le score de préférence de place et la durée d’immobilité dans
le TST

Le score de préférence de place, déterminé lors d’une période de 15 min durant la phase de test chez les
souris femelles, est corrélé avec la durée d’immobilité dans le TST obtenu lors du processus de sélection
des animaux.
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» En conclusion, nos résultats montrent, tout d’abord, des différences comportementales
chez les animaux males et femelles. En effet, nous n’observons pas de différences
dans les scores de CPP induite par la cocaine entre les souris males H/ et NH/Rouen. Il
semblerait donc que le phénotype résigné n’ait pas d’incidence sur la préférence de
place induite par la cocaine chez les animaux males. Par contre, chez les souris
femelles, les souris résignées H/Rouen présentent un score de CPP plus ¢€levé que les
souris NH/ et I/Rouen, ce qui suggerent que les souris femelles H/Rouen sont plus

sensibles aux effets renfor¢ants de la cocaine.

» Par ailleurs, les données chez les animaux femelles indiquent que le score de
préférence de place pour la cocaine est d’autant plus élevé que la souris présente un

fort degré de résignation.

II.  Propriétés motivationnelles des indices environnementaux associés

a la cocaine et effets intéroceptifs de la drogue

Le comportement de préférence de place conditionnée induite par la cocaine repose sur
I’acquisition, la rétention et le rappel mnésique de 1’association entre les effets intéroceptifs
de la cocaine et les indices environnementaux associés lors de son administration. Plusieurs
facteurs peuvent moduler ce comportement: la perception qu’a 1’animal de la valeur
récompensante de la cocaine, la valeur motivationnelle acquise par les indices
environnementaux associés a son exposition, ainsi que la capacité a former et rappeler les

associations entre le contexte et la drogue.

L’objectif des expériences suivantes est d’aborder, par des études comportementales
complémentaires, les mécanismes potentiellement impliqués dans les différences de scores de
préférence de place observés dans les trois lignées de souris femelles. En effet, celles-ci
pourraient refléter des différences d’apprentissage associatif - facilité chez les souris H/Rouen
et/ou altéré chez les souris NH/Rouen, un manque de sensation des effets intéroceptifs induits
par la cocaine, et/ou un déficit de rappel de ’association entre le contexte et la drogue chez

les souris NH/Rouen. Pour tester ces différentes possibilités, nous avons :

- Prolongé la phase de conditionnement en réalisant 8 sessions de conditionnement au lieu de

4. S’1l existe un déficit d’apprentissage associatif chez les souris NH/Rouen, I’augmentation
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du nombre de sessions de conditionnement devrait faciliter I’apprentissage contexte-cocaine

et augmenter le score de CPP des souris NH/Rouen.

- Ré-administré la cocaine aux souris avant de les placer dans le dispositif de CPP. En effet,
on peut postuler que les indices contextuels associés a la drogue n’acquicrent pas de
propriétés motivationnelles suffisantes chez les souris NH/Rouen pour induire un
comportement de préférence de place, et qu’il soit nécessaire de les renforcer par le ressenti
des effets de la cocaine. Si les souris NH/Rouen n’expriment pas de préférence de place
conditionnée apres 1’administration de cocaine lors du test, il se pourrait alors qu’elles ne

percoivent pas les effets intéroceptifs de la drogue

Nous avons donc étudié, dans un premier temps, I’expression de la CPP pour la

cocaine 24 h apres une période de 8 jours de conditionnement.

Les résultats (Figure 26 a) montrent, comme précédemment, que les souris témoins, ayant
recu du NaCl, ne manifestent pas de préférence pour un des deux compartiments; leur score
de préférence est proche de zéro et ne differe pas entre les lignées de souris femelles. Apres 8
jours de conditionnement, les résultats observés chez les souris ayant regu de la cocaine
indiquent une préférence de place élevée chez les souris H/Rouen [effet traitement
F(3.62)=26.91 p<0.001], similaire a celle des souris I/Rouen mais plus forte que celle des
souris NH/Rouen qui ne manifestent pas de CPP (p<0.05). Les résultats obtenus apres 8 jours
de conditionnement reproduisent les différences de préférence de place conditionnées induites

par la cocaine observées entre les souris H/ et NH/Rouen apres 4 jours de conditionnement.

Nous avons ensuite mesuré la préférence de place conditionnée chez les mémes souris,
cette fois-ci en réinjectant une dose de 10 mg/kg de cocaine juste avant le test. Les résultats
(Figure 26 b) montrent une préférence de place pour la cocaine forte et similaire chez toutes
les lignées de souris [absence d’effet lignée F(2.14)=0.398 p=0.679]. La préférence de place
des souris H/ et I/Rouen n’est pas altérée par I'injection de cocaine alors qu’elle est

considérablement augmentée chez les souris NH/Rouen (499.33 %=+ 162.78) (p<0.001).
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Figure 26 : Score de préférence de place pour la cocaine aprés 8 jours de conditionnement

Le score de préférence de place pour la cocaine (n=4-9) est déterminé lors d’une période de 15 min
durant le test de CPP chez les souris femelles, apres 8 jours de conditionnement. Le premier test de CPP
est réalisé sans drogue (NaCl avant CPP) (a) tandis que le second test de CPP est réalisé en ré-injectant
une dose de 10 mg/kg de drogue au moment du test (Cocaine avant CPP) (b). *p<0.05 vs NaCl

Ces résultats montrent donc qu’en présence de cocaine, les souris NH/Rouen manifestent une
préférence de place aussi marquée que celle des souris H/ et I/Rouen. Les souris NH/Rouen
semblent nécessiter 1’association entre le ressenti des effets de la cocaine et les indices

contextuels pour exprimer une préférence de place.

Ainsi, les résultats de la premiére expérience (Figure 26 a) montrent que I’augmentation du
nombre de sessions de conditionnement chez les souris femelles NH/Rouen n’augmentent pas
leur score de CPP. Par contre, le rappel des effets intéroceptifs de la cocaine, présents lors de
I’apprentissage associatif contexte-drogue, suffit pour induire un comportement de préférence
de place ¢élevé chez ces souris (Figure 26 b). Ces résultatssuggerent alors que la faible
préférence de place manifestée chez les souris femelles NH/Rouen n’est liée ni a déficit
d’acquisition de 1’association entre le contexte et la cocaine, ni a une absence de ressenti des

effets intéroceptifs de la drogue.

» En conclusion, la forte préférence de place induite par la cocaine chez les souris
femelles résignées H/Rouen suggere que ces souris sont plus vulnérables aux effets

renforgants de la cocaine que les souris NH/ et [/Rouen, probablement parce qu’elles
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accordent une plus forte valeur motivationnelle aux indices contextuels associés a la

drogue.

» Par ailleurs, les souris femelles NH/Rouen présentent un comportement trés particulier
puisqu’elles expriment peu ou pas de CPP induite par la cocaine en présence
seulement des stimuli externes (indices contextuels associ€s a la cocaine), alors que la
présence des stimuli internes (effets intéroceptifs de la cocaine) favorise 1’expression
d’une forte CPP chez ces souris. L’ensemble de nos résultats suggere ainsi que les
souris NH/Rouen sont capables de percevoir les effets récompensants de la cocaine,
mais que leur capacité a former une association contexte-drogue et/ou a rappeler cette

association est altérée.

III. Conclusion

Cette nouvelle série d’expériences nous a permis de montrer que la CPP induite par la
cocaine est plus forte chez les souris femelles H/Rouen, que chez les souris femelles NH/ et
I/Rouen, et qu’il existe une corrélation entre le phénotype résigné des souris et le score de
CPP. Ces données indiquent ainsi que les souris H/Rouen sont plus vulnérables aux effets
renforcants de la cocaine que les souris NH/ et I/Rouen, et elles corroborent les résultats de la
littérature qui montrent que 1’état émotionnel de I’animal a une trés forte influence sur la

valeur motivationnelle acquise par les indices contextuels associés a la drogue.

Au-dela de ce point essentiel montrant le lien étroit entre état affectif et saillance des
indices environnementaux associés a la cocaine (qui sera discuté de fagon plus approfondie

dans la discussion générale), nos résultats apportent plusieurs autres informations importantes.

Nos données mettent en avant une dissociation entre les effets psychomoteurs et renforcants
de la cocaine chez les souris femelles, puisque les souris H/Rouen qui sont moins sensibles
aux effets psychomoteurs de la cocaine que les souris NH/Rouen sont en revanche plus
sensibles aux effets renforgants de la cocaine que ces dernicres. Ces résultats sont en accord
avec plusieurs études comportementales chez le rongeur (Riday, Kosofsky, et Malanga 2012 ;

Eisener-Dorman, Grabowski-Boase, et Tarantino 2011) et concordent avec le fait que ces
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deux types de comportement sont sous-tendus par des circuits neuronaux différents (Volkow

etal. 2011).

L’absence de différence de vulnérabilité aux effets renforcants de la cocaine chez les animaux

males suggere que la valeur motivationnelle acquises par les indices environnementaux

associés a la drogue est moins influencée par 1’état émotionnel de 1’animal.

Plusieurs facteurs peuvent intervenir dans ces différences entre sexes :

1-

I existe un dimorphisme sexuel qui s’établit au cours du développement (Becker
et Hu 2008). Les études précliniques montrent que les animaux femelles sont plus
sensibles aux effets récompensants et renforgcants de la cocaine, en dépit de leur
statut hormonal (différentes phases du cycle ou ovariectomie) ; en particulier, les
animaux femelles acquiérent plus facilement le comportement de préférence de
place et le comportement d’auto-administration de cocaine, elles montrent une plus
grande motivation pour s’auto-administrer la drogue, et elles sont plus sensibles a

la rechute (Carroll et Anker 2010).

Les hormones sexuelles (cestrogéne ou progestérone) affectent €galement la
vulnérabilité aux drogues psychostimulantes aux différentes étapes du processus
de [D’addiction. Chez le rongeur, I’administration d’cestrogénes facilite le
comportement de préférence de place et le comportement d’auto-administration de
cocaine tandis que I’administration de progestérone ou 1’ovariectomie diminue ces
comportements (Festa et Quinones-Jenab 2004 ; Carroll et Anker 2010).
Parall¢lement, si les femmes sont généralement moins nombreuses a prendre de la
drogue (car elles ont moins d’opportunités d’accéder a la drogue que les hommes),
les études montrent que les femmes sont plus vulnérables aux différentes étapes du
processus d’addiction, cette vulnérabilité accrue serait sous-tendue par une
prédisposition biologique due aux hormones ovariennes, mais également a des

différences s’établissant lors du processus de développement (Becker et Hu 2008).

On pourrait ainsi supposer que, dans notre étude, les différences de scores de préférence de

place observées dans les trois lignées de souris pourraient étre expliquées par une fluctuation

des taux d’oestrogeénes ou de progestérones au moment du test de CPP. Néanmoins, étant
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donné la durée tres courte du cycle menstruel de la souris (environ 4 a 5 jours), et le grand
nombre de lots de souris utilisés indépendamment dans nos expériences, il parait peu probable

que nos résultats de CPP soient liés a I’influence des hormones ovariennes.

Les fortes différences de scores de préférence de place observés dans les trois lignées de
souris nous ont incités a disséquer davantage les mécanismes sous-tendant I’apprentissage

associatif de la préférence de place conditionnée induite par la cocaine.

Nos résultats montrent que 1’augmentation du nombre de sessions de conditionnement n’a pas
d’impact sur les scores de CPP chez les souris femelles NH/Rouen mais que, par contre, la ré-
administration de la cocaine juste avant ce test provoque une tres forte préférence pour le
compartiment associé a cette drogue. Nous pouvons donc exclure I’hypothése d’un manque
d’effets intéroceptifs de la cocaine chez les souris NH/Rouen, puisque dans certaines
conditions - notamment lors du rappel des indices contextuels et de I’état intéroceptif ressenti
au moment de I’apprentissage, ces souris manifestent une forte préférence pour le

compartiment qui a été associé¢ a la drogue.

Ainsi, nous pouvons proposer que les indices environnementaux associés a la drogue
n’acquierent pas de propriétés motivationnelles suffisantes chez les souris NH/Rouen pour
induire, par eux-mémes, un comportement de préférence de place conditionnée, mais qu’ils
nécessitent leur association avec 1’état ressenti par I’animal lors de 1’administration de cocaine
pour rappeler I’association entre les indices contextuels et les effets de la cocaine. Ce
phénomene, qualifi¢ de « mémoire dépendante de 1’état », et montrant que la récupération
mnésique est plus performante si elle s’effectue lorsque ’animal ou le sujet est dans le méme
état physiologique ou émotionnel que lors de I’encodage, a été décrit a plusieurs reprises dans
la littérature clinique et précliniques (Overton 1974 ; Overton 1988 ; Sakoori et Murphy
2005 ; Koek 2011 ; Le Merrer et al. 2011 ; Nguyen et al. 2012).

En conclusion, nos résultats montrent que la valeur motivationnelle des indices
contextuels associ€és a 1’exposition a la cocaine est beaucoup plus forte chez les souris
résignées H/Rouen que chez les souris I/ et NH/Rouen. Compte-tenu de 1’importance des
indices contextuels associés a la drogue dans les phénomenes de rechute, nos résultats
suggerent une plus grande vulnérabilité a la cocaine chez les souris présentant un phénotype
dépressif et démontrent I’intérét de ce modele murin pour approfondir I’étude des liens entre

121



dépression et vulnérabilité aux drogues ainsi que celles des substrats neuronaux qui les sous-

tendent.
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Chapitre 4 : Etude des substrats neuronaux sous-tendant la
forte préférence de place conditionnée induite par la cocaine
chez les souris femelles H/Rouen

I. Etude immunohistochimique de Fos lors de ’expression de la

préférence de place conditionnée induite par la cocaine

A notre connaissance, il n’existe aucune étude neuro-anatomique fournissant des données
précises sur les circuits neuronaux potentiellement impliqués dans la vulnérabilité a la cocaine
dans un mod¢le animal de dépression. Nous avons alors émis 1’hypotheése que la différence
d’expression de préférence pour le compartiment associé a la cocaine, observée entre les
différentes lignées de souris, était sous-tendue par des différences de réactivité dans plusieurs
régions d’intérét impliquées a la fois dans la préférence de place pour la cocaine et dans la
dépression : le cortex préfrontal médian, le noyau accumbens, 1’amygdale basolatérale et

I’hippocampe.

Dans ce contexte, nous avons comparé la réactivité des circuits neuronaux recrutés lors de
I’expression de la CPP induite par la cocaine, en suivant I’expression de Fos dans les trois

lignées de souris.

(1) Expression de la préférence de place conditionnée induite par la cocaine et

activité locomotrice chez les différentes lignées de souris

Dans cette ¢tude neuro-anatomique, les lots de souris utilisés sont distincts de ceux des

expériences de comportement précédentes, et ils ne sont constitués que de souris femelles.

Au préalable, nous avons vérifié¢ qu’il y avait bien une absence de préférence de place chez les
animaux témoins ayant recu du NaCl, et une préférence de place conditionnée pour la cocaine
chez toutes les lignées de souris [effet traitement F(1.47)=25.082, p<0.001)]. En accord avec
ce qui a été observé lors du test réalis€¢ 5 jours apres la dernicre session de conditionnement

(Figure 24 b), nos résultats indiquent clairement un score de préférence pour le compartiment
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associ¢ a la cocaine plus élevé chez les souris femelles H/Rouen (184 s + 28.69), que chez les

souris NH/ (106 s £ 35.94) et I/Rouen (109 s & 30.48) (p<0.05).

Par ailleurs, nous avons vérifi¢ que I’activité locomotrice des animaux témoins et des
animaux prétraités a la cocaine ne différent pas statistiquement au sein d’une méme lignée
lors du test de CPP [F(1.48)=2.827, p=0.099]. Les différences d’expression de Fos, que nous
détecterons par la suite, devraient donc refléter principalement le rappel de 1’association, faite
au cours du conditionnement, entre les indices contextuels associés a la cocaine et les effets

de cette drogue.

(2) Expression de Fos chez les souris témoins

Nous avons, dans un premier temps, évalué la densité des neurones immuno-réactifs

pour Fos lors de I’exploration du dispositif de CPP chez les souris témoins (Figure 27).

Dans les conditions basales, c’est-a-dire chez les animaux témoins n’ayant recu que des
injections de NaCl et qui n’expriment pas de préférence de place, on observe de fortes

différences d’expression de c-fos entre les trois lignées de souris.

La densité des neurones immuno-réactifs pour Fos est plus faible chez les souris H/Rouen,
que chez les souris NH/Rouen, dans de nombreuses structures cérébrales telles que le CING1
(p<0.01), le CING2 (p<0.05), le PRL (p<0.05), I'IL (p<0.01), ’ACB CORE (p<0.001) et
SHELL (p<0.001), la BLA (p<0.05), la MEA (p<0.001), le DG (p<0.05), le CA1-V (p<0.05)
et le SUBICULUM (p<0.01). Elle est ¢galement plus faible chez les souris H/Rouen que chez
les souris I/Rouen dans le PRL (p<0.05), ’ACB SHELL (p<0.05) et la BLA (p<0.05).

Par contre, aucune différence de densité de neurones immuno-réactifs pour Fos n’est observée

entre les différentes lignées de souris dans le CAl, le CA3 et le LSV.
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(3) Expression de Fos chez les souris manifestant une préférence de place induite

par la cocaine

Nous avons ensuite examiné la réactivité des régions cérébrales mentionnées ci-dessus
lors du test de CPP chez les trois lignées de souris conditionnées a la cocaine (Figure 28).
Afin de faciliter la lecture des résultats immuno-histochimiques, nous les avons normalisés,
c’est-a-dire exprimés en pourcentage d’augmentation par rapport aux souris témoins de la

méme lignée.

De facon intéressante, on observe que chez les souris H/Rouen, la forte préférence de place
induite par la cocaine est associée a une augmentation significative de la densité de neurones
exprimant Fos dans les quatre régions corticales étudiées [CINGI (p<0.05), le CING2
(p<0.05), le PRL (p<0.05), I’'IL (p<0.05)], ce qui n’est pas le cas pour les deux autres lignées
de souris. Il en est de méme pour plusieurs régions sous-corticales telles que I’ACB CORE
(p<0.05) et SHELL (p<0.05), la BLA (p<0.05), le DG (p<0.05) et le SUBICULUM ventral
(p<0.05)].

Par ailleurs, dans certaines structures cérébrales comme le CING1, ’ACB SHELL et le
SUBICULUM ventral, la forte réactivité observée chez les souris H/Rouen est confirmée par
des différences statistiquement significatives par rapport aux souris NH/Rouen et I/Rouen

(p<0.05).

Par contre, au sein de I’hippocampe dorsal, les régions CA1 et CA3 présentent une réactivité

identique chez les trois lignées de souris.
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I1. Conclusion

Les résultats de cette étude neuroanatomique montrent que les différences de préférence
de place induite par la cocaine chez les trois lignées de souris sont associées a des différences
de réactivité neuronale dans des régions cérébrales connues pour étre impliquées dans le
rappel de 1’association contexte-drogue (BLA) (See et al. 2003), dans la motivation et
I’attente de la récompense (NAC) (Berridge 2007), et dans la mémoire émotionnelle (CA1 et
subiculum ventraux) (Cooper et al. 2006). Dans ces trois structures, on observe une réactivité

plus forte lors du test de CPP chez les souris H/Rouen par rapport aux souris I/ et NH/Rouen.

Le suivi de I’expression de Fos a souvent été utilisé pour déterminer 1’activation des
régions cérébrales apres exposition a la cocaine ou aux stimuli contextuels associés a son
exposition, en particulier dans les protocoles CPP induite par cette drogue (Miller et Marshall
2004 ; Miller et Marshall 2005 ; Zombeck et al. 2008 ; Johnson et al. 2010 ; Chauvet et al.
2011). De maniere générale, le pattern d’expression de Fos observé chez les souris H/Rouen

est en accord avec ceux décrits dans la littérature.

En effet, la majorit¢ des études montrent, lors de I’expression de la CPP induite par la
cocaine, une augmentation de la densité de neurones immuno-réactifs pour Fos se confinant
au cortex cingulaire antérieur ou CING1, au NAC shell et/ou core, a la BLA et au DG ( Miller
et Marshall 2004 ; Miller et Marshall 2005 ; Zombeck et al. 2008 ; Johnson et al. 2010 ;
Chauvet et al. 2011). Dans une étude récente, Chauvet et al (2011) rapportent une activation
plus large puisque recrutant d’autres régions cérébrales telles que le cortex orbitofrontal, le
striatum dorsal, le noyau du lit de la strie terminale (BNST), I’ATV et le noyau de I’amygdale
centrale. Cependant, dans cette étude le test de CPP a été réalisé 30 jours aprés la fin du
conditionnement, pendant une période d’incubation du « craving » au cours de laquelle la
recherche de drogue induite par des indices contextuels augmente progressivement, pendant

plusieurs semaines, et reste ¢levée pendant une période étendue.

L’importance de ces différentes structures dans I’expression de la CPP a été démontrée par
d’autres approches basées sur leur lésion ou leur inactivation pharmacologique. Ainsi,
I’intégrité fonctionnelle du CPFm (Isaac et al. 1989 ; Tzschentke et Schmidt 1998), du NAC
shell et core (Ito, Robbins, et Everitt 2004 ; Sellings, McQuade, et Clarke 2006), de la BLA

128



(Brown et Fibiger 1993 ; Fuchs et al. 2002), mais aussi de I’hippocampe dorsal (Meyers,
Zavala, et Neisewander 2003 ; Meyers et al. 2006), de I’ATV (Ouachikh et al. 2013) et du
pallidum ventral (Gong, Neill, et Justice 1997) apparaissent nécessaires a 1’expression de la

CPP induite par la cocaine.

Plus récemment, les approches par optogénétique ont confirmé I’importance des afférences
dopaminergiques au NAC en provenance de I’ATV ; leur stimulation suffit a déclencher un
comportement de préférence pour le compartiment associé a cette stimulation (Tsai et al.
2009). De méme, la stimulation par optogénétique des principales afférences
glutamatergiques au NAC issues du cortex préfrontal médian, de I’hippocampe ventral ou de

la BLA suffisent a induire une CPP (Britt et al. 2012).

Ces différentes structures, en innervant directement le NAC shell et core pour ce qui est
de I’ensemble du CPFm, de la BLA ou de ’ATV, ou plus particuliérement la partie médiale
du NAC shell pour I’hippocampe ventral (Britt et al. 2012), transmettent a celui-ci des
signaux de [D’environnement pour 1’¢laboration d’un comportement motivé (signaux
renfor¢ants ou attente de récompens via la DA et informations environnementales via les
afférences glutamatergiques). Au cours de la phase de conditionnement ou est acquise
I’association des indices contextuels et des effets de la cocaine, mais aussi sous 1’action
pharmacologique de cette drogue psychostimulante, des neuroadaptations cellulaires se
mettent en place a ces différents niveaux pour rendre certains indices de 1’environnement plus
saillants et leur assigner une valeur motivationnelle plus importante. Ainsi, on peut supposer
que, par rapport aux souris I/ et NH/Rouen, la plus forte réactivit¢ du NAC observée chez les
souris H/Rouen, ainsi que celle de ses trois afférences majeures (CPFm, BLA et
SUBICULUM ventral) soient le résultat de neuroadaptations favorisant une sensibilité accrue

aux indices contextuels associés a la cocaine et contribuant a une CPP plus élevée.

On peut s’étonner que nous n’ayons pas mesuré¢ la densité de neurones immuno-réactifs
pour Fos dans I’ATV chez les trois lignées de souris ou que 1’activation de la partie core du
NAC n’apparaisse pas augmentée de fagon significative. En fait, dans aucune de nos
conditions expérimentales nous n’avons observé d’expression de Fos dans les régions du
mésencéphale contenant des neurones dopaminergiques, I’ATV ou la substance noire. Le

suivi de I’expression de Fos comme marqueur d’activation neuronale, pour établir une
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cartographie des neurones impliqués dans la préférence de place conditionnée induite par la
cocaine, présente un certain nombre d’avantages mais également des inconvénients

(Dragunow et Faull 1989; Herrera et Robertson 1996).

- L’induction de Fos nécessite parfois des stimulations relativement fortes et il existe des
populations de neurones dans lesquelles il est difficile de 1’induire (Kovécs 2008). Cela a
déja été montré pour les neurones de I’ATV pour lesquels le seuil d’induction de Fos lors
d’une situation anxiogene et stressante (exposition au labyrinthe en croix surélevé) est
plus élevé que dans d’autres régions cérébrales (Koya et al. 2005). Il est donc trés
probable que I’activation des neurones de I’ATV dans nos conditions expérimentales n’ait
pas ¢été suffisante pour induire des taux de protéine Fos détectable par

immunohistochimie.

- De méme, dans la partie core du NAC, la densité de cellules exprimant Fos est accrue de
fagon importante chez les souris H/Rouen sans que cette augmentation ne soit
statistiquement significative. Cette absence de différence peut étre attribuée au nombre
tres faible de cellules exprimant Fos dans cette partie du NAC (la densité de cellules
immunomarquées dans les conditions basales est entre 5 et 20 cellules/mm? alors qu’elle
est entre 50 et 200 cellules/'mm” dans la partie shell) donc d’un échantillonnage faible
avec une grande dispersion des mesures, ce qui ne facilite pas la mise en évidence de
différences significatives. Il aurait fallu pour cette structure augmenter le nombre de

mesures par animal.

L’absence générale d’activation significative de 1’expression de Fos dans les différentes
régions cérébrales étudiées chez les souris NH/ et I/Rouen - a I’exception de quelques
structures comme les régions CAl et CA3 de I’hippocampe dorsal en lien avec I’exploration
spatiale du dispositif de CPP, pourrait étre expliquée par des scores de CPP induite par la
cocaine plus faibles que ceux des souris H/Rouen. Par ailleurs, elle pourrait également étre
due au fait que dans ce test comportemental, I’augmentation de I’expression de Fos est quand
méme relativement faible chez les souris H/Rouen, en comparaison des études déterminant les
circuits neuronaux impliqués dans les réponses comportementales qui se mettent en place

aprés une exposition chronique au stress (Martinez, Calvo-Torrent, et Herbert 2002),
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En conclusion, nos résultats apportent des orientations pour étudier de maniere plus
approfondie les mécanismes sous-tendant la forte vulnérabilité a la cocaine chez les souris
NH/Rouen puisqu’ils nous dirigent vers un réseau de régions interconnectées, incluant la
partie dorsale du CPFm, la BLA, le NAC SHELL et le SUBICULUM ventral, dont
I’altération spécifique dans le rappel de la mémoire des associations contexte-drogue pourrait

jouer un réle clé dans la vulnérabilité a la cocaine.

III. Etude de P’expression des protéines AFos B et BDNF dans les
différentes lignées des souris, en conditions basales et aprés un
conditionnement de préférence de place induit par la cocaine

Comme nous I’avons mentionné¢ précédemment dans les rappels bibliographiques,
différents facteurs de croissance et neurotrophiques comme les protéines AFosB et BNDF
jouent un rdle important dans la susceptibilit¢ a la dépression et dans la vulnérabilité a
I’addiction a la cocaine. Nous avons alors émis I’hypothese que le phénotype des souris ainsi
que la différence d’expression de préférence pour le compartiment associé a la cocaine,
observée entre les différentes lignées de souris, était sous-tendue par des différences

d’expression de ces protéines dans le noyau accumbens.

Nous avons donc comparé 1’expression de ces protéines au niveau du noyau accumbens dans
les différentes lignées de souris, a la fois dans des conditions basales (comparaison en
fonction du phénotype) et aprés un conditionnement a la cocaine (comparaison de leur

régulation par la drogue).

(1) Choix du marqueur AFos B

Le degré d’induction de AFosB dans le NAC pourrait jouer un rdle critique dans
I’expression d’un phénotype résilient ou susceptible au stress et a la dépression (Vialou et al,
2010 ; Muschamp et al, 2012). En effet, ’augmentation de I’expression de AFosB dans cette
région favorise la résilience au stress de défaite sociale chez la souris tandis qu’a I’inverse, la
diminution de son expression dans cette structure entraine une susceptibilité au stress
d’isolement. De plus, une diminution d’environ 50 % de I’expression de AFosB dans le NAC
a ¢ét¢ rapportée dans des études réalisées en post-mortem chez des patients souffrant de
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dépression. Il apparait donc intéressant d’étudier [’expression basale de ce facteur de
transcription chez les trois lignées de souris et de faire [’hypotheése que celui est faiblement
exprimé chez les souris H/Rouen, et plus fortement exprimé chez les souris NH/Rouen que

[’on pourrait considérer comme résiliente a la dépression.

Parallelement, 1’administration répétée de cocaine induit une accumulation de longue
durée de la protéine AFosB dans les neurones exprimant les récepteurs dopaminergiques D1
du NAC. La sur-expression de AFosB dans ces neurones augmente la sensibilité aux effets
psychomoteurs de la cocaine, et favorise le comportement de recherche de cette drogue ; a
I’inverse, le blocage de I’activit¢ de AFosB diminue les effets renforcants de la cocaine.
(Nestler et al, 2001,2008 ; McClung et al, 2004). L’ étude de l’expression de AFosB apres
conditionnement a la cocaine permettra de comparer sa régulation par la cocaine chez ces
trois lignées de souris et d’apporter des indications sur son éventuelle implication dans la

vulnérabilité a cette drogue.

(2) Eude de la spécificité des anticorps anti-AFos B

Nous avons dans un premier temps testé un anticorps poly-clonal dirigé contre la région
75-150 de la protéine humaine Fos (anticorps anti-AFosB sc-7203 de chez Santa-Cruz).
Cet anticorps a été testé a différentes concentrations et avec des homogénats de striatum et de
noyau accumbens obtenus en conditions basales et aprés un traitement chronique a la cocaine
(4 injections de 10 mg/kg i.p.). Aucune de ces conditions expérimentales ne nous a permis

d’obtenir un signal spécifique net et aux alentours des poids moléculaires attendus.

Nous avons donc testé un second anticorps poly-clonal dirigé contre la protéine tronquée
humaine AFosB (anticorps anti-AFosB #9890 de chez Cell Signaling Technology). Cet
anticorps a ¢été testé dans les mémes conditions que précédemment. Nous avons observé une
faible intensité de signal non adapté pour une étude quantitative ; toutefois les poids
moléculaires des deux bandes révélées (35 et 37 kDa) correspondent bien a la protéine

AFosB. Il semblerait cependant que 1’anticorps utilisé reconnaisse la protéine FosB (48 kDa).

Nous avons essay¢ d’obtenir un immunoblot quantifiable, en doublant la quantité de protéines

déposées lors de 1’¢lectrophoreése, en testant des révélateurs chimio-luminescents plus
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sensibles, et en prolongeant le temps d’exposition lors de la révélation immunologique.
Toutefois, nous avons, dans tous les cas, obtenu un signal trés faible et non quantifiable. A

cause des difficultés techniques rencontrées, nous n’avons pas poursuivi 1’étude de AFosB.

(3) Choix du marqueur BDNF

Parmi les arguments en faveur de son implication dans I’étiologie de la dépression, de
nombreuses études montrent une augmentation du taux tissulaire de BDNF dans le NAC chez
les patients dépressifs (Krishnan et al. 2007) et chez les animaux exposés a une procédure de
stress chronique (Bessa et al. 2013) ou a une procédure de défaite sociale intermittente
(Berton et al. 2006; Krishnan et al. 2007; Klaus A Miczek, Nikulina, Shimamoto, et al. 2011;
Klaus A Miczek, Nikulina, Takahashi, et al. 2011; Nikulina et al. 2012). La délétion
spécifique du BNDF dans le circuit ATV-NAC produit un effet de type antidépresseur
(Berton et al. 2006; Krishnan et al. 2007), et il est clairement démontré que 1’administration

d’antidépresseurs restaure le taux de BDNF dans cette région (Castrén et Rantaméki 2010).

Parallélement, le taux d’expression du BDNF dans le NAC semble avoir un role
crucial dans les comportements de recherche et prise de cocaine. L’administration répétée de
cette drogue augmente a long terme le taux de BNDF dans le NAC, ce qui participe a
I’incubation du craving et la recherche compulsive de drogue lors du sevrage (Li et al.
2013). La surexpression de BDNF dans le NAC augmente la sensibilit¢ des animaux aux
effets psychomoteurs (activité locomotrice, sensibilisation comportementale) et renforgants de
la cocaine (CPP, auto-administration intraveineuse) (Horger et al. 1999; Grimm et al. 2003;
Graham et al. 2007; Bahi et al. 2008). A I’inverse, la délétion spécifique du BDNF dans le
NAC altere tous les comportements liés a la drogue (McCarthy, Brown, et Bhide 2012).

Ainsi, il existe de nombreux arguments pour penser que le BDNF dans le noyau

accumbens favorise les comportements dépressifs et de recherche de drogues.

(4) Eude du BDNF

() Etude de la spécificité des anticorps anti-BDNF
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Nous avons dans un premier temps testé un anticorps poly-clonal dirigé contre la séquence
C-terminale de la protéine BDNF humaine (acides aminés 130-247) (anti-BDNF sc-20891
(H-117) de chez Santa Cruz). Cet anticorps a ¢été testé a différentes concentrations et avec
des homogénats de striatum et de noyau accumbens obtenus en conditions basales et apres un
traitement chronique a la cocaine (4 injections de 10 mg/kg i.p.). Le signal, obtenu dans ces
structures, est d’intensité forte et quantifiable (Figure 29), cependant le poids moléculaire de
la protéine révélée (entre 45 et 50 kDa) ne correspond pas au poids moléculaire du BDNF

attendu et décrit dans la fiche technique (entre 14 et 16 kDa).

100 —> ‘
s —> Figure 29 : Exemple d’immunoblot du
50 —> - BDNF dans le striatum dorsal
37 —> =
Les standards de poids moléculaire
ttent d’évalue le poids moléculaire
25 % 16 K - - perme
- de la bande de BDNF reconnue par
20 lanticorps utilisé (dilution 1/5000) a 45-
8K- 50 kDa, ce qui ne correspond pas au
poids moléculaire du BDNF (entre 14 et
15 —> - 16 kDa) indiqué dans la fiche technique.
BDNF Fiche
standard STR technique

Nous avons ainsi testé un second anticorps poly-clonal dirigé contre une séquence interne
de la protéine BDNF humaine (anti-BDNF sc-546 (N-20) de chez Santa Cruz). Cet
anticorps a été testé dans les mémes conditions que précédemment. Le signal, obtenu a partir
d’homogénats de STR et de NAC, est intense et donc quantifiable. L’anticorps anti-BDNF
reconnait une bande de poids moléculaire 14-16 kDa, ce qui correspond bien au poids
moléculaire du BDNF décrit dans la fiche technique et dans la littérature. Nous avons vérifié
qu’en absence d’anticorps primaire, cette bande n’est pas reconnue par I’anticorps secondaire

seul.

Nous avons réalisé une gamme d’homogénats de STR (dépots contenant 7.5 a 30 pg de
protéines) et étudi¢ la linéarit¢ du signal correspondant au BDNF et a la protéine d’actine qui

consitue notre standard interne (Figure 30).
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Figure 30 : Immunoblot de I’actine et du BDNF dans le striatum dorsal de souris

Dans nos conditions expérimentales, nous avons montré qu’il existe une relation linéaire
entre la quantité de tissus déposés et 1’intensité du signal mesur¢, que ce soit pour le BDNF ou
pour P’actine ; par ailleurs, avec 20 pug de protéines déposées lors de 1’¢lectrophorese, nous
sommes dans des bonnes conditions pour mesurer des variations significatives du taux de

BDNF.
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Un enjeu crucial de la psychiatrie moderne est de comprendre 1’origine des troubles
mentaux, et en particulier de déterminer les facteurs qui rendent certains individus plus
vulnérables que d’autres a un ou plusieurs troubles psychiatriques. Au cours de cette these,
nous avons porté un intérét plus particulier a la comorbidité des troubles dépressifs et
addictifs, en élaborant un modele murin permettant 1’étude des mécanismes neurobiologiques
sous-tendant la forte vulnérabilité a la cocaine décrite, dans la littérature, chez les individus

dépressifs.

Au vu du réle crucial du contexte de consommation de cocaine dans le déclenchement
de la recherche et des prises compulsives de drogue chez ’homme (Childress, McLellan, et
O’Brien 1986), nous nous sommes intéressés a la valeur motivationnelle acquise par les
indices environnementaux associés a I’exposition a la cocaine dans le test de CPP, chez les
trois lignées de souris Rouen. Il ressort de cette étude que les souris femelles H/Rouen
expriment une CPP plus forte que les souris NH/ et I/Rouen et que le score de CPP est
fortement corrélé au degré de résignation de 1’animal dans le test de suspension par la queue.
Ces résultats soulévent de nombreuses questions qui nécessitent des expériences
comportementales complémentaires pour affiner davantage notre modele animal de

comorbidité de la dépression et de la vulnérabilité aux drogues (Le Merrer et al. 2011).

D’une part, le test de CPP correpond a un apprentissage associatif passif'; il serait donc
important de confirmer la plus grande vulnérabilité a la cocaine des souris femelles H/Rouen,
suggérée dans notre protocole de CPP, en adoptant d’autres paradigmes expérimentaux,
comme 1’auto-administration intra-veineuse, permettant de déterminer la motivation des
animaux pour la cocaine en faisant varier les conditions d’obtention de la drogue (appui

simple sur un levier, ou augmentation progressive du nombre d’appuis).

D’une part, si ces expériences permettent de confirmer la plus grande vulnérabilité a la
cocaine chez les souris femelles H/Rouen, il serait intéressant d’étendre notre étude a d’autres
drogues psychostimulantes comme I’amphétamine et 1’ecstasy, ou bien a d’autres classes de
drogues commes les opiacés et l’alcool qui possédent des mécanismes d’actions tres

différents.

A la différence des résultats obtenus chez les animaux femelles, nous n’avons pas
observé de différences dans les scores de CPP induite par la cocaine entre les souris males H/
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et NH/Rouen. La différence constatée selon le sexe de 1’animal suggére que, chez les souris
femelles, 1’¢état émotionnel de I’animal influence plus fortement sa vulnérabilité aux effets
renforcants de la cocaine. Il serait néanmoins important de vérifier le comportement des
différentes lignées de souris males dans le paradigme de CPP, en utilisant des doses plus
faibles de cocaine lors du conditionnement. En effet, dans les protocoles classiques de CPP, la
courbe effet-dose est une courbe inversée en U, correspondant a une augmentation
progressive des scores de CPP avec les doses de cocaine, et aprés un plateau, les effets
plaisants de la drogue laissent place aux effets aversifs pour de plus fortes doses de cocaine.
Au vu de ’absence de différences de scores de CPP entre les souris NH/ et H/Rouen avec des
doses de 10 et 20mg/kg lors du conditionnement, on peut supposer que les scores de CPP
obtenus dans nos conditions expérimentales correspondent au plateau et que si les souris
males H/Rouen sont plus sensibles aux effets renforcants de la cocaine que les souris
NH/Rouen, alors des doses plus faibles de drogue devraient induire une CPP plus forte chez

les souris H/Rouen que chez les souris NH/ et I/Rouen.

Si ’on met en regard nos résultats expérimentaux avec ceux de la littérature, on
constate que, comme il est décrit plus précisément dans les rappels bibliographiques

(Chapitre 4), I’état émotionnel de I’animal modifie sa vulnérabilité aux drogues.

Il a été montré que des conditions environnementales positives comme 1’hébergement
de rongeurs dans un environnement enrichi permettant I’amélioration du bien-&tre de 1’animal
par des stimulations sociales, motrices et somato-sensorielles, ont des effets préventifs et
thérapeutiques sur les comportements de recherche et de prise de cocaine (Solinas et al. 2008;
El Rawas et al. 2009). De facon intéressante, Nader et al. (2012) montre que la transition d’un
environnement enrichi a un environnement standard induit chez les animaux un état
émotionnel négatif, et bloque les effets préventifs sur les comportements de recherche et de
prise de cocaine mais augmentent ¢galement les effets récompensants de cette drogue dans le

paradigme d’auto-administration (Chauvet et al. 2012).

A T’inverse, de nombreuses ¢tudes montrent que I’exposition a des stress chroniques,
basés sur des expériences sociales négatives précoces ou a I’age adulte, et engendrant un

phénotype de type dépressif ou un trait anxieux, augmente les comportements de recherche et
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de prise de cocaine (Neisewander, Peartree, et Pentkowski 2012). En combinant différentes
expériences comportementales, des études montrent que 1’induction d’un état anhédonique ou
dysphorique, par I’exposition au stress ou 1’administration d’agoniste des récepteurs aux
opiacés k, entraine une CPP induite par la cocaine plus forte en augmentant la valeur
motivationnelle acquise par les indices environnementaux associés a son administration
(Schindler, Li, et Chavkin 2010); en outre, dans cette étude, le stress n’affecte pas les
capacités d’apprentissage associatif contexte-drogue ni les mécanismes de rappel de la

mémoire.

L’avantage de ces différents modéles animaux est qu’ils permettent de modifier 1’état
émotionnel de I’animal a des moments choisis par I’expérimentateur - par exemple, soit avant
et pendant le conditionnement de la CPP pour étudier I’incidence de 1’état émotionnel de
I’animal sur I’acquisition de I’apprentissage associatif des indices contextuels et des effets
intéroceptifs de la cocaine, soit apres le conditionnement pour déterminer I’influence de cet
¢tat émotionnel sur le rappel de la mémoire associative. Néanmoins, a notre connaissance, peu
d’études dans la littérature ont étudié la vulnérabilité aux drogues psychostimulantes dans les
modeles génétiques de dépression ; or ces modeles, comme celui utilisé dans cette thése,
constitue une voie prometteuse pour comprendre la plus forte vulnérabilité a la cocaine chez

les individus dépressifs, en termes de facteurs génétiques et épigénétiques.

Peu d’¢tudes dans la littérature ont exploré les mécanismes neurobiologiques sous-
tendant la forte association entre un phénotype de type dépressif et la vulnérabilité aux effets
renforcgants de la cocaine. De plus, nous disposons de trés peu d’informations neurochimiques
et hormonales dans les différentes lignées de souris. Nous avons tout de méme émis
I’hypothese que chez les souris femelles H/Rouen, la forte CPP induite par la cocaine, et en
outre la forte valeur motivationnelle acquise par les indices environnementaux associés a son
exposition, étaient sous-tendues par une hyper-réactivit¢ du NAC et de ses afférences

glutamatergiques principales (CPFm, BLA et hippocampe ventral) (Britt et al. 2012).

L’étude immuno-histochimique de Fos lors du test de CPP nous a permis de montrer
que, chez les souris femelles H/Rouen, la forte CPP induite par la cocaine est sous-tendue par

une hyper-activation d’un large réseau de régions interconnectées, comprenant la partie
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cingulaire du CPFm, le NAC shell, la BLA et le subiculum ventral - ces circuits étant connus
pour étre impliqués dans la motivation et dans I’apprentissage et la mémoire des associations
contxte-drogue. Comme nous I’avons discuté précédemment, nos résultats de neuroanatomie
sont cohérents avec les résultats d’autres études montrant [’activation de ces régions
cérébrales apres exposition répétée a la cocaine ou aux stimuli contextuels associés a son
exposition (Miller et Marshall 2004 ; Miller et Marshall 2005 ; Zombeck et al. 2008 ; Johnson
et al. 2010 ; Chauvet et al. 2011).

Des études anatomiques complémentaires pour différencier le phénotype des neurones activés
dans la partie cingulaire du CPFm, par des techniques de double marquage, permettraient de
déterminer si 1’activation de Fos correspond a une activation préférentielle des voies de sortie
vers le NAC shell et la BLA des neurones glutamatergiques et/ou des interneurones
inhibiteurs corticaux. Cette question ne se pose pas pour les autres structures cérébrales
constituées majoritairement de neurones GABAergiques pour le NAC shell et

glutamatergiquespour la BLA et I’hippocampe ventral.

Nos resultats indiquent clairement que [’activation de ces différentes régions
cérébrales, chez les souris H/Rouen, pourrait étre expliquée par des différences dans les

phénomeénes de neuro-plasticité qui se mettent en place avec I’exposition répétée a la cocaine.

On pourrait supposer que 1’administration de cocaine et la mise en place de I’association
contexte-drogue chez ces souris entraineraient des modifications différentes de 1’arborisation
dendritique et de la plasticité synaptique au niveau du NAC chez les souris H/Rouen, ainsi
qu’une forte activation des afférences glutamatergiques en provenance de la BLA et de

I’hippocampe ventral (Britt et al. 2012), ce qui favoriseraient I’activation des neurones du

NAC.

Cette plus forte activation de ces structures cérébrales pourrait également étre modifiée par
I’expression de certains facteurs moléculaires comme le BDNF, dont le role crucial dans la
susceptibilit¢ a la dépression et la vulnérabilité aux drogues psychostimulantes a été déja
discuté auparavant. L’étude de 1’expression du BDNF dans les différentes lignées de souris
Rouen, en conditions basales et aprés un conditionnement a la cocaine, est en cours. On peut
émettre ’hypotheése qu’au niveau du NAC, le taux d’expression du BDNF sera plus élevé

chez les souris H/Rouen par rapport aux souris NH/ et I/Rouen, en conditions basales et apres
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exposition a la cocaine, reflétant I’influence des dysfonctionnements moléculaires a la base du

phénotype dépressif et de la forte vulnérabilité aux drogues.

En conclusion, bien que nos résultats obtenus au cours de cette thése nécessitent des
investigations plus approfondies sur les mécanismes neurobiologiques sous-tendant la forte
vulnérabilit¢ a la cocaine chez les souris résignées H/Rouen, ils représentent une base de
travail prometteuse pour décrypter les mécanismes physiopathologiques a la base de la

comorbidité de la dépression et de I’addiction a la cocaine.
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