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« C’est impossible, dit la fierté. 

C’est risqué, dit l’expérience. 

C’est sans issue, dit la raison. 

Essayons, murmure le cœur » 

William Arthur Ward 
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1H-MRS : spectroscopie par résonance magnétique 
du proton 
5-HT : sérotonine 
AC : adénylate cyclase 
AMPc : adénosine monophosphate cyclique 
ANSM : agence nationale de sécurité du médicament 
et des produits de santé 
APP : précurseur de la protéine amyloïde 
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ventrolatéral 
CREB : cAMP response element binding protein 
DSM : manuel diagnostique et statistique des 
troubles mentaux 
ECT : électroconvulsivothérapie 
EDC : épisode dépressif caractérisé 
EEG : électroencéphalogramme 
EPM/EZM : elevated plus/zero maze test 
ESEMed : étude épidémiologique européenne sur les 
troubles mentaux 
eYFP : enhanced yellow fluorescent protein 
ESPT: état de stress post-traumatique 
FDA: Food and drug administration 
FPT : four-plate test 
FST: forced swimming test 
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GAD : glutamate décarboxylase 
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GFP : green fluorescent protein 
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IRSN : inhibiteur mixte de la recapture de la 
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ISRS : inhibiteur sélectif de la recapture de la 
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LDT : light/dark test 
NAc : noyau accumbens 
NCS-R : National Comorbidity Survey-Replication 
NET : transporteur de la recapture de la 
noradrénaline 
NMDA : N-méthyl-D-aspartate 
NRD/NRM : noyau du raphé dorsal/médian 
NSF : novelty suppressed feeding test 
OF : open field test 
OMS : organisation mondiale de la santé 
ORB : aire orbitale 
p-CPA : para-chlorophenylalanine 
PKA : protéine kinase A 
PrL : aire prélimbique 
RGO : reflux gastro-œsophagien 
SCP : stimulation cérébrale profonde 
SERT : transporteur de la recapture de la sérotonine 
SIT : social interaction task 
SMTr : stimulation magnétique transcraniale répétée 
SPECT : tomographie par émission monophotonique 
ST : splash test 
TAG : trouble anxieux généralisé 
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TEP : tomographie par émission de positons 
TMT : triméthylthiazoline 
TOC : trouble obsessionnel compulsif 
TP : trouble panique 
TpH : tryptophane hydroxylase 
TST: tail suspension test 
USV : ultrasonic vocalizations test 
VCT : Vogel conflict test 
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Les troubles anxieux constituent des désordres psychiatriques fréquents et invalidants 

mais heureusement sensibles aux traitements disponibles sur le marché, tels que les 

benzodiazépines (BZD) ou les antidépresseurs. En dépit de leur efficacité après une 

administration unique, les BZD ne sont plus indiquées en première intention dans le 

traitement des troubles anxieux, ce sont désormais les antidépresseurs, notamment les 

inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS), qui les ont remplacées. Néanmoins 

le développement de nouvelles stratégies est un problème de santé majeur, puisque 

l’efficacité des traitements antidépresseurs est limitée par un long délai d’action 

thérapeutique et surtout un nombre important de patients non répondeurs ou résistants. Le 

besoin de mettre au point de nouvelles molécules est d’autant plus urgent que récemment, il 

a été démontré que les BZD étaient plus efficaces que les antidépresseurs pour réduire les 

symptômes du TAG (Gomez et al., 2018). 

 

De ce fait, la compréhension des mécanismes impliqués dans la réponse anxiolytique 

rapide devrait offrir de nouvelles opportunités thérapeutiques. Il se pourrait que le récepteur  

5-HT4 soit une cible à privilégier dans ce domaine, puisqu’une administration chronique d’un 

agoniste du récepteur 5-HT4, le RS 67333, induit des effets anxiolytiques chez le rat (Pascual-

Brazo et al., 2012), mais aussi corrige le phénotype anxio-dépressif induit par la corticostérone 

chez la souris C57BL/6 (Mendez-David et al., 2014). De plus, le récepteur 5-HT4 est 

majoritairement exprimé dans les régions limbiques du cerveau (Vilaro et al., 2005), et 

notamment sur les neurones pyramidaux du cortex préfrontal médian (CPFm), dont les 

terminaisons se projetant sur le noyau du raphé dorsal (NRD), ont été montrées pour jouer un 

rôle dans la régulation des troubles de l’humeur (Lucas et al., 2005; Warden et al., 2012; Jean 

et al., 2017). Dès lors, ce travail avait pour but d’évaluer d’une part, les effets anxiolytiques du 

RS 67333, dans un modèle de souris anxieuse BALB/cJRj, après une administration aiguë, et 

d’autre part, d’estimer le rôle du circuit cortex-raphé dans la réponse anxiolytique rapide du 

RS 67333. Nos résultats rapportent que la stimulation unique du récepteur 5-HT4 provoque 

une réponse anxiolytique rapide, en partie expliquée par l’activation du circuit cortex-raphé, 

de manière nécessaire mais non suffisante (Article 2). 
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Les troubles anxieux constituent un facteur de risque majeur dans le développement 

des pathologies dépressives. Traiter rapidement et à long-terme les symptômes anxieux 

permettrait de prévenir l’apparition des premiers symptômes de dépression, ainsi qu’une 

meilleure prise en charge des EDC, d’autant plus que la comorbidité anxieuse favorise la 

résistance au traitement antidépresseur chez ces patients (Baldwin, 2009). De plus, la majorité 

des personnes faisant face à des événements défavorables ou stressant au quotidien ne 

développe pas de troubles psychiatriques (Article 1). Il est donc primordial de comprendre les 

facteurs neurobiologiques qui caractérisent cette résilience et d’identifier des cibles 

thérapeutiques, qui pourraient potentiellement favoriser une telle résilience. Dans un premier 

temps, ce travail avait pour objectif d’établir un modèle murin de résilience (Article 3), puis 

dans un deuxième temps, de tester dans ce modèle, les effets prophylactiques du RS 67333 

(Brevet provisionnel en partenariat avec Columbia University, NYC, USA ; rapport 

d’invention #CU19088). Nos résultats révèlent que contrairement à la fluoxétine, la kétamine 

et le RS 67333 sont capables d’induire des effets protecteurs à long-terme contre les effets 

comportementaux néfastes, induits par un stress de défaite sociale ou par un traitement 

chronique par corticostérone.  
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CHAPITRE 1 - LA PATHOLOGIE DES TROUBLES ANXIEUX 

 

1. Épidémiologie  

Selon un rapport récent de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les troubles 

mentaux sont en recrudescence dans le monde entier. On estime que 38.2% de la population 

européenne souffre chaque année d’un trouble mental, soit environ 164.8 millions de 

personnes affectées (Wittchen et al., 2011). Bien qu’il soit difficile de trouver des preuves 

fiables de ce changement du aux imprécisions dans les données épidémiologiques obtenues 

avant l’introduction du système de classification psychiatrique par le manuel diagnostique et 

statistique des troubles mentaux (DSM), le nombre de personnes souffrant d’épisode 

dépressif caractérisé (EDC) et/ou de troubles anxieux a augmenté de près de 50% dans le 

monde, entre 1990 et 2013. Les enquêtes épidémiologiques menées auprès d’un large bassin 

de population ont cependant permis de classer les troubles anxieux comme les désordres 

psychiatriques les plus fréquents au cours de la vie, juste devant les troubles de l’humeur, 

touchant ainsi plus de 33.7% de la population mondiale (Bandelow & Michaelis, 2015). 

 

Selon l’étude de 2015 de Bandelow et Michaelis, regroupant les principales données 

issues des plus grandes études épidémiologiques nationales et internationales (Tableau 1), il 

est difficile d’estimer avec précision la prévalence des troubles anxieux (Bandelow & 

Michaelis, 2015). Ceci s’explique par des différences de méthodologies entre chaque étude 

(utilisation des critères diagnostiques, collecte des données, types d’interview), mais aussi par 

des divergences culturelles, ethniques ou de population cible de l’échantillon étudié. 

L’approche multimodale de Wittchen, fondée sur 19 études cliniques comprenant plus de 

150 000 sujets de 30 pays européens, a permis d’estimer la prévalence annuelle des troubles 

anxieux en Europe à 14% (Wittchen et al., 2011). Parmi les troubles anxieux, la phobie 

spécifique est la plus courante avec un taux de prévalence au cours de la vie de 6.4%. Le 
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trouble panique, le trouble anxieux généralisé, l’agoraphobie et le trouble d’anxiété sociale 

ont quant à eux, une prévalence allant de 1.7 à 2.3% (Tableau 1).   
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Bien que longtemps classés dans les troubles anxieux, le trouble obsessionnel 

compulsif (TOC) et l’état de stress post-traumatique (ESPT) possèdent désormais leur propre 

classe depuis la dernière édition du DSM-V (Association, 2013). Ces troubles atteignent 

respectivement, 0.7 et 0.7 à 2.5% de la population européenne chaque année (Tableau 1). 

 

Tableau 1. Taux de prévalence des troubles anxieux, exprimé en nombre total de cas recensés 
sur une période de 12 mois à partir des différents échantillons de population depuis les années 
1980 jusqu’à 2010 rapporté au nombre de sujets de la population étudiée. 

Troubles anxieux 
NCS-R (USA)1 

n = 9 282 
ESEMed (Europe)1 

n = 21 425 
Wittchen et al., 2011 

(Europe)2 

Troubles anxieux 21.3 8.4 14 
Trouble panique 3.1 0.7 1.8 
Trouble anxieux généralisé 2.9 0.9 1.7 
Agoraphobie 1.7 0.3 2.0 
Trouble d’anxiété sociale 8.0 1.6 2.3 
Phobie spécifique 10.1 5.4 6.4 
Trouble obsessionnel compulsif   0.7 
Trouble de stress post-traumatique   0.7-2.5 

 
Abréviations : ESEMed : European Study of the Epidemiology of Mental Disorders ; NCS-R : National Comorbidity 
Survey-Replication. 
 

D’après : (Bandelow & Michaelis, 2015)1 & (Wittchen et al., 2011)2 

 

 
 

Les troubles anxieux représentent un fardeau économique et humanistique 

considérable dans le monde. Dans les années 1990, l’analyse des données issues de la National 

Comorbidity Survey (NCS-R) a estimé ce fardeau à environ 42,3 milliards de dollars par an aux 

États-Unis, puis à 63,1 milliards de dollars 8 ans plus tard, soit un coût moyen annuel par 

patient souffrant de troubles anxieux de 1542 $ (Greenberg et al., 1999). 
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2. Diagnostic clinique 

Le DSM-V est l’ouvrage de référence développé par l’Association américaine de 

psychiatrie qui décrit et classifie les troubles mentaux selon différents symptômes physiques, 

comportementaux et cognitifs pour permettre aux cliniciens d’homogénéiser les diagnostics. 

L’OMS propose également une classification des troubles mentaux et des troubles du 

comportement dans sa Classification Internationale des Maladies (CIM-11) (santé, 2018). 

Cependant le manque de spécificité des symptômes rend le diagnostic différentiel 

relativement complexe, surtout que la survenue d’autres troubles de l’humeur, en particulier 

la présence de comorbidité anxieuse chez les patients atteints d’EDC, est courante au cours 

de l’évolution de la maladie (Wittchen et al., 2011).  

 

Les troubles anxieux sont d’autant plus difficiles à diagnostiquer qu’ils représentent un 

phénomène subjectif et que les patients font rarement la démarche de consulter un 

spécialiste. Le recours à un professionnel de santé est souvent déclenché, non pas par 

l’apparition des symptômes psychiques, mais par l’apparition de troubles du sommeil, de 

tensions musculaires, de dyspepsies, de fatigue ou encore d’irritabilité. Pourtant, les 

dysfonctionnements cognitifs précèdent l’apparition des manifestations somatiques 

anxieuses (Baldwin et al., 2012). 

 

Il est possible d’évaluer le degré d’anxiété chez un individu grâce à différentes échelles 

d’évaluation couramment utilisées en clinique (Balon, 2007). Le Tableau 2 reprend les échelles 

d’évaluation les plus connues, applicables à tous les troubles anxieux ou à un trouble 

spécifique. Certaines de ces échelles peuvent être directement utilisées par le patient, alors 

que d’autres requièrent l’intervention du clinicien. L’échelle d’anxiété d’Hamilton (HAM-A) 

reste l’un des outils le plus utilisé parmi tous ceux disponibles. Ce questionnaire regroupe 14 

items évaluant quantitativement de 0 à 4 points, la sévérité des symptômes psychiques et des 

atteintes somatiques associées. Une personne est diagnostiquée comme anxieuse dès que 

son score dépasse « 14 ». 
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Tableau 2. Échelles d’évaluation de l’anxiété utilisées en clinique chez l’adulte, l’enfant et 
l’adolescent. 

Noms Score 
Échelles généralistes 

Échelle d’anxiété d’Hamilton (HAM-A) 
<17 : anxiété légère 

18-24 : anxiété modérée 
25-30 : anxiété sévère 

Échelle d’anxiété et de dépression en milieu 
hospitalier (HADS) 

<7 : absence de symptomatologie 
8-10 : symptomatologie douteuse 
>11 : symptomatologie certaine 

Échelle d’invalidité de Sheehan (SDS) 0 : pas d’incapacité fonctionnelle 
30 : incapacité fonctionnelle 

Échelle d’anxiété de Covi >15 : anxiété sévère 

Inventaire d’anxiété de Beck 56-65 : anxiété modérée 
81-95 : anxiété sévère 

Inventaire d’anxiété état-trait de Spielberger (STAI) 
36-45 : anxiété légère 

46-55 : anxiété modérée 
56-65 : anxiété sévère 

Échelle d’incapacité et de gravité de l’anxiété (OASIS)  
Échelles appliquées 
Questionnaire sur les inquiétudes de Penn State 
(PSWQ)  

Échelle de phobie sociale de Liebowitz (LSAS),  
Questionnaire pour les patients phobiques (FSS-III)  
Échelles appliquées aux enfants et aux adolescents 
Échelle d’évaluation globale des enfants (CGAS)  

 
D’après (Balon, 2007) 

 

 
Ces échelles permettent de distinguer 3 types d’anxiété allant de légère à sévère. Selon 

l’HAM-A, pour un score inférieur à « 17 », on parlera d’anxiété légère, de « 18 à 24 », d’anxiété 

modérée et supérieur à « 25 », d’anxiété sévère. Les données issues de la National 

Comorbidity Survey-Replication indiquent que la majorité des adultes et des adolescents 

atteints de troubles anxieux éprouvent une anxiété légère (Figure 1). Parmi les adultes atteints 

de troubles anxieux, l’échelle d’invalidité de Sheehan estime que 22.8% souffrent d’anxiété 

sévère et 33.7% d’anxiété modérée. Cette différence est bien moins marquée chez les 

adolescents, où l’échelle d’évaluation globale des enfants a permis de déterminer que 18.4% 

des adolescents souffrent d’anxiété sévère et 19.6% d’anxiété modérée (Kessler et al., 2012). 
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Figure 1. Distribution de la sévérité des troubles anxieux dans la population américaine adulte 
(gauche) et adolescente (droite) selon les données issues de la National Comorbidity Survey-
Replication (NCS-R). 

 

      
 

Adapté de (Kessler et al., 2005) 

 

 

3. Signes et symptômes 

Bien que les réponses émotionnelles et physiques soient similaires dans les trois états, 

il existe des différences plus ou moins subtiles entre le stress, la peur et l’anxiété, comme 

suggéré par la classification du DSM-V qui distingue les troubles anxieux des troubles liés à la 

peur. Toutefois, la peur et l’anxiété sont étroitement liées, l’une pouvant déclencher l’autre. 

C’est par exemple le cas dans l’ESPT, où une peur passée peut déclencher une anxiété 

présente. 

 
 

Stress Réaction réflexe de l’organisme en réponse à une situation inattendue ou dangereuse. 

Peur Réaction de l’organisme pour rester en sécurité en répondant au danger.  

Anxiété Réaction de l’organisme pour rester en sécurité en prévoyant le danger.  

 

 

 
 

Sévère
Modérée
Légère22.8%

33.7%

43.5%

Sévère
Modérée
Légère18.4%

19.6%
62.0%



 

 

 Introduction  
  

28 

Le stress constitue la réaction réflexe de l’organisme, tant sur le plan physiologique 

que psychologique en réponse à une menace externe inattendue et difficile de la vie 

quotidienne, comme par exemple un décès ou des difficultés financières. La peur est 

considérée comme la réponse émotionnelle à une menace imminente et définie, réelle ou 

perçue. La peur représente ainsi la tentative de rester en sécurité en répondant au danger et 

en forçant le corps à agir soit en faisant face à la menace par le déclenchement du combat, 

soit en évitant cette menace par le déclenchement du mécanisme de fuite (Grillon, 2008). 

Cette réponse, en anglais fight-or-flight, est associée à des changements physiques 

(hyperventilation, tachycardie, hypersudation). L’anxiété, quant à elle, constitue la réponse 

émotionnelle suite à l’anticipation d’une menace future, imprécise ou inconnue. L’anxiété, 

lorsqu’elle est temporaire, est une émotion considérée comme normale. Cet affect 

émotionnel est nécessaire et doit être ressenti par chacun, à n’importe quel moment de la 

vie, pour permettre de maintenir un état d’alerte face à une situation dangereuse en 

préparant le corps à agir et à faire face à la menace par la fuite ou le combat (Steimer, 2002). 

Cette séquence débute par une immobilisation subite, en anglais, freezing, associée à la peur 

mais permettant la survie dans certaines situations.  

 

Cependant l’anxiété peut devenir pathologique quand l’exposition à un stress crée un 

sentiment prolongé et incontrôlable de peur disproportionnée, d’inquiétude irrationnelle ou 

même encore de souffrance. Selon le trouble anxieux concerné, les symptômes peuvent 

commencer dès l’enfance (phobie spécifique), à l’adolescence (trouble d’anxiété sociale) ou 

au début de l’âge adulte (agoraphobie, trouble panique, trouble anxieux généralisé) et 

tendent à diminuer avec l’âge. Selon la NCS-R, on estime la moyenne d’apparition des 

premiers symptômes à l’âge de 11 ans (Kessler et al., 2005). Approximativement, il semblerait 

que les femmes soient deux fois plus sujettes aux troubles anxieux que les hommes (Bandelow 

& Michaelis, 2015). 
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Il existe différents types de troubles anxieux : le trouble panique (TP), le trouble 

anxieux généralisé (TAG), l’agoraphobie, le trouble d’anxiété sociale (TAS) ou la phobie 

spécifique. Le terme « troubles anxieux » décrit une gamme de phénotypes 

multidimensionnels et bien que ces troubles diffèrent les uns des autres, ils présentent 

néanmoins quelques traits communs invalidants tels qu’une peur irrationnelle et excessive, 

un sentiment d’appréhension impossible à surmonter ainsi que de la difficulté à accomplir les 

tâches de la vie quotidienne (Figure 2). 

 

Figure 2. Symptômes des troubles anxieux 

 
 
Les troubles anxieux partagent tous des symptômes fondamentaux comme la peur, les soucis et l’inquiétude, mais 
chaque trouble anxieux possède aussi des symptômes qui lui est propre. 
 

Adapté de (Stahl, 2013) 
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3.1. Le trouble anxieux généralisé 

Le TAG est décrit par le DSM-V comme la présence d’inquiétudes et/ou de soucis 

excessifs, persistants et incontrôlables concernant un certain nombre d’événements ou 

d’activités pendant une période d’au moins six mois (Figure 2). En plus de l’anxiété et de la 

contrariété, le patient doit présenter au moins trois des symptômes somatiques suivants : 

 

1. Agitation et/ou nervosité 2. Irritabilité 
3. Fatigue excessive ou 
perturbation du sommeil 

4. Difficulté à se concentrer 
et/ou trouble de la mémoire 

5. Tension musculaire  

 

Une étude clinique menée chez 6 patients caucasiens, 3 hommes et 3 femmes atteints 

de TAG sévère (41 < STAI < 57]) a mis en évidence que ces patients répondaient de manière 

excessive non pas seulement à des stimuli de peur (« je vais perdre mon emploi »), mais aussi 

à des stimuli neutres (« il fait beau aujourd’hui »). Ceci démontre que les patients souffrant 

de TAG tendent à mal interpréter voire exagérer les signaux internes ou externes (Hoehn-Saric 

et al., 2004). 

 

3.2. Le trouble panique 

Selon le DSM-V, Les personnes atteintes de TP manifestent des attaques de panique 

récurrentes, définies par l’occurrence soudaine d’une appréhension intense qui atteint un pic 

en quelques minutes. Le DSM-V distingue les attaques de panique attendues, associées à une 

peur spécifique, des attaques de panique inattendues, ne possédant aucun déclencheur ou 

signal apparent.  
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Une attaque de panique est considérée comme telle, si au moins quatre ou plus, des 

symptômes suivants se produisent : 

 

1. Palpitations ou accélération 
du rythme cardiaque 

2. Transpiration 3. Tremblement 

4. Sensation d’essoufflement 
ou d’étouffement 

5. Douleur thoracique ou 
malaise 

6. Nausées 

7. Sensation d’étourdissement 
8. Frissons ou sensation de 
chaleur 

9. Paresthésies 

10. Sentiment d’irréalité ou de 
dépersonnalisation 

11. Sentiment de perdre le 
contrôle ou de « devenir fou » 

12. Peur de mourir 

 

En plus de ces symptômes, l’attaque de panique doit être suivie par une période d’au 

moins un mois d’inquiétude permanente concernant le fait de subir une nouvelle attaque de 

panique. 

 

3.3. L’agoraphobie 

Le DSM-V définit l’agoraphobie comme la peur de se retrouver dans des situations ou 

des lieux d’où il serait difficile de s’échapper. Cette angoisse est aussi fondée sur la peur de ne 

pouvoir trouver de l’aide facilement pour être secouru. Les individus sujets à l’agoraphobie 

craignent de se retrouver dans une situation réelle ou anticipée, comme quitter seul le 

domicile, utiliser les transports en commun, être dans des espaces ouverts ou fermés, faire la 

queue ou être dans une foule. 

 

3.4. Le trouble d’anxiété sociale 

Selon le DSM-V, les personnes souffrant de TAS, communément appelé phobie sociale, 

ont une peur marquée des situations sociales ou de performances dans lesquelles elles 

s’attendent à se sentir embarrassées, jugées ou rejetées par autrui. Dans ces conditions, les 

situations sociales sont évitées ou endurées avec une peur et une détresse intenses, qui se 

manifestent physiquement par un rougissement, une sudation intense, une asialie, des 
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tremblements et des nausées. Les peurs liées aux performances affectent généralement la vie 

professionnelle qui exige la prise de parole régulière en public et perturbent sérieusement les 

relations avec les autres. 

 

3.5. La phobie spécifique 

Le critère diagnostique de la phobie spécifique comme expliqué dans le DSM-V se 

caractérise par une peur intense, irrationnelle et persistante d’un objet ou d’une situation qui 

ne présente que peu voire aucun danger réel. L’objet ou la situation phobique qu’elle soit 

perceptible ou anticipée provoque immédiatement un sentiment de peur et d’anxiété intense. 

Le DSM-V classe la phobie spécifique en 5 catégories en fonction du stimulus phobique : la 

phobie ayant trait aux animaux (arachnophobie), à l’environnement naturel (acrophobie), aux 

sang/injections/blessures (hématophobie), à certaines situations (claustrophobie) ou à 

d’autres types (émétophobie). 

 

4. Modélisation des symptômes anxieux chez la souris 

Dans un souci d’amélioration constante de la qualité des soins apportés aux patients 

anxieux et dans le but de développer de nouveaux traitements toujours plus efficaces, de 

nombreux tests comportementaux relatifs à un phénotype anxieux sont couramment utilisés 

en préclinique chez les rongeurs. L’utilisation de ces tests permet à la fois d’apporter des 

connaissances sur les mécanismes à la base de la pathologie mais aussi de cribler de nouveaux 

composés.  
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Tous ces tests doivent présenter une validité prédictive c’est-à-dire être sensibles aux 

agents pharmacologiques qui réduisent l’anxiété chez l’homme tant sur le plan 

comportemental que physiologique, une validité théorique où les causes sous-jacentes de 

l’anxiété, à savoir les processus neurobiologiques, chez l’homme et chez l’animal sont 

équivalentes et enfin une validité phénoménologique ou apparente, c’est-à-dire qu’ils doivent 

pouvoir reproduire la condition humaine en induisant les symptômes de la pathologie 

(Belzung & Lemoine, 2011). 

 

 

Validité prédictive Capacité à comprendre un critère d’intérêt, un phénomène humain, à 

partir des performances du modèle (réponse thérapeutique) 

Validité théorique Similarité des conditions déclenchantes de la pathologie (étiologie) 

Validité apparente Similarité dans les symptômes produits (symptomatologie) 

 

 

La validité apparente est souvent subjective car certains des aspects importants des 

troubles anxieux chez l’Homme, comme la présence d’inquiétude ou de soucis, restent 

inaccessibles chez l’animal. Cette dernière approche comportementale peut ainsi être 

contestée, en particulier de par la nature hétérogène des symptômes des troubles anxieux et 

des critères diagnostiques associés. Cependant, Cryan et Holmes (Cryan & Holmes, 2005) ont 

décrit qu’il était possible de modéliser chez les rongeurs certains des symptômes spécifiques 

des troubles anxieux retrouvés en clinique avec l’utilisation de paradigmes basés sur 

l’exploration spontanée (Open Field, Elevated Plus Maze, Light-Dark Test, Hole-Board Test), 

sur la peur conditionnée ou apprise (Vogel Conflict Test, exposition à un prédateur, Fear 

Conditionning Test) ou encore sur une situation de motivation conflictuelle (Novelty 

Suppressed Feeding, Social Interaction Task) (Tableau 3). 
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Tableau 3. Modélisation des symptômes anxieux chez le rongeur. 

Troubles 
anxieux Symptômes (DSM-IV) Paradigmes Phénotype chez la souris 

TP Sentiment de perdre le 
contrôle, peur de mourir Non modélisable - 

TP Tachycardie, transpiration Radiotélémétrie, 
SIH 

- ↑ rythme cardiaque 
pendant le stress 
- ↑ température rectale 

TP Apparition soudaine de peur 
intense Resident intruder - ↑ fuite face au prédateur 

TAG Inquiétudes et/ou soucis 
excessifs  USV - ↑ vocalisations 

TAG Agitation et/ou nervosité Resident intruder 
- ↑ agressivité (combat, 
morsure, frétillement 
caudal) 

TAG Fatigue excessive ou 
perturbation du sommeil Actimétrie, EEG - Architecture anormale du 

sommeil 

TAG Difficulté à se concentrer 
et/ou trouble de la mémoire 

Barnes Maze, 
Morris Water 
Maze, Y Maze, 

NOR 

- ↓ apprentissage 
- ↓ mémorisation spatiale 
- ↓ attention 

Agoraphobie, 
TP, TAG 

Éviter les situations d’où il 
serait difficile de s’échapper 

OF, LDT, NSF, 
EPM/EZM/ETM, 

HBT 

- ↑ évitement des régions 
inconnues, exposées et bien 
éclairées 

TAS Apparition d’une peur induite 
par une situation sociale SIT, SFC 

- ↓ interaction sociale avec 
un concitoyen non familier 
- ↑ freezing, ↑ 
enfouissement 

Phobie 
spécifique 

Apparition d’une peur 
intense provoquée par un 
objet ou une situation 

VCT, FC, FPT 
- comportement d’évitement 
exagéré face au stimulus 
aversif 

ESPT 

Revivre un événement 
traumatisant avec évitement 
de la situation qui rappelle 
l’événement 

FC 
- ↑ freezing dans un 
contexte de réexposition à 
un signal 

TOC Comportements répétitifs, 
irraisonnés et irrépressibles Marble burying - ↑ enfouissement  

- ↑ toilettage  
 
Abréviations : ↓ : diminution, ↑ : augmentation, EEG : electroencéphalographie, EPM/EZM/ETM : Elevated 
Plus/Zero/T Maze, ESPT : état de stress post-traumatique ; FC : Fear Conditioning, FPT : Four-Plate Test, HBT : 
Hole-Board Test, LDT : Light/Dark Test, OF : Open Field, SFC : Social Fear Conditioning, SIT : Social Interaction Task, 
SIH : Stress-Induced Hyperthermia, TAG : trouble anxieux généralisé, TAS : trouble d’anxiété sociale, TOC : trouble 
obsessionnel compulsif, TP : trouble panique, USV : UltraSonic Volcalizations, VCT : Vogel Conflict Test. 
 

D’après (Cryan & Holmes, 2005) 
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BOX 1. Principaux tests comportementaux utilisés chez le rongeur pour évaluer un phénotype 
anxieux. 

Open Field (OF)  
(Gentsch et al., 1981) 

Elevated Zero/Plus Maze (EZM/EPM)  
(Pellow et al., 1985) 

 
 
 
 
 
 
 

Principe : évaluer le comportement exploratoire et 
l’activité locomotrice générale des animaux dans un 
nouvel environnement. 
Durée : 10 ou 30 minutes. 
Paramètres mesurés : temps passé et nombre 
d’entrées dans le centre de l’arène, distance 
ambulatoire. 
Interprétation : une diminution du temps passé dans 
le centre de l’arène sans modification de la 
locomotion traduit un phénotype anxieux. 

   
 

Principe : évaluer le comportement exploratoire des 
animaux dans un nouvel environnement aversif, non 
protégé, lumineux et en hauteur.  
Durée : 5 minutes. 
Paramètres mesurés : temps passé et nombre 
d’entrées dans les bras ouverts, ratio de la distance 
parcourue dans les bras ouverts/distance totale. 
Interprétation : une diminution du temps passé dans 
les bras ouverts sans modification de la locomotion 
traduit un phénotype anxieux. 

Novelty Suppressed Feeding (NSF)  
(Bodnoff et al., 1988) 

Light/Dark Exploration Test (LDT)  
(Aulich, 1976) 

 
 
 

Principe : évaluer l’anxiété induite par un stress de 
sevrage alimentaire (24 heures) en mesurant 
l’aversion des animaux pour se nourrir dans un nouvel 
environnement lumineux. 
Durée : 5 à 10 minutes maximum selon les souches 
Paramètres mesurés : latence pour se nourrir dans le 
nouvel environnement et dans l’environnement 
familier, quantité de nourriture consommée en 
environnement familier. 
Interprétation : une augmentation de la latence à se 
nourrir dans l’environnement aversif, sans 
modification de la consommation de nourriture dans 
l’environnement familier, traduit un phénotype 
anxieux. 

 
 

Principe : évaluer le comportement exploratoire des 
animaux dans un nouvel environnement aversif et 
lumineux. 
Durée : 5 minutes. 
Paramètres mesurés : temps passé et nombre 
d’entrées dans le compartiment lumineux, nombre 
de transitions entre les deux compartiments, temps 
passé à évaluer le risque. 
Interprétation : une diminution du temps passé et du 
nombre d’entrées dans le compartiment lumineux 
accompagnée d’une diminution du nombre de 
transitions entre les deux compartiments traduit un 
phénotype anxieux. 

10
MIN 
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BOX 1. Principaux tests comportementaux utilisés chez le rongeur pour évaluer un phénotype 
anxieux (suite). 

Social Interaction Task (SIT)  
(Nadler et al., 2004) 

Vogel Conflict Test (VCT)  
(Vogel et al., 1971) 

 

 
 

Principe : évaluer l’interaction avec un congénère 
étranger dans un nouvel environnement. 
Durée : 2 x 2,5 minutes. 
Paramètres mesurés : temps d’interaction avec le 
congénère, durée et fréquence des comportements 
caractéristiques (sniffing, grooming, attaques, 
morsures). 
Interprétation : une diminution de l’interaction 
sociale avec le congénère traduit un phénotype 
anxieux. 

 

 
 

 

Principe : évaluer l’anxiété des animaux induite par un 
choc électrique au niveau de la langue suite à la prise 
de boisson après privation d’eau (48 heures). 
Durée : 3-5 minutes. 
Paramètres mesurés : nombre de coup de langue. 
Interprétation : une diminution de la prise de boisson 
au biberon traduit un phénotype anxieux. 

Four plate Test (FPT)  
(Aron et al., 1971) 

Ultrasonic vocalizations (USV)  
(Benton & Nastiti, 1988) 

 

 
 

Principe : évaluer l’anxiété induite par un choc 
électrique léger à la patte délivré lors du passage 
d’une plaque à l’autre dans un nouvel environnement 
après 15s d’habituation. 
Durée : 1 minute 15 secondes. 
Paramètres mesurés : nombre de transitions punies 
acceptées par l’animal et immobilité dans un cadran. 
Interprétation : une diminution du nombre de 
transitions entre deux cadrans traduit un phénotype 
anxieux. 

 
 
 

Principe : évaluer par ultrasons la fréquence des 
appels de détresse émis par le souriceau après 
séparation maternelle. 
Durée : 7 minutes. 
Paramètres mesurés : fréquence des vocalisations 
émises par le souriceau. 
Interprétation : une augmentation du nombre de 
vocalisations traduit un phénotype anxieux. 
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5. Les différentes approches thérapeutiques des troubles anxieux 

5.1. Dépenses de santé 

En terme médico-économique, la distribution des coûts des troubles anxieux est la 

suivante : 54% de coûts directs pour les traitements médicaux non psychiatriques (traitement 

d’urgence), 31% de coûts directs pour les traitements médicaux psychiatriques (counseling, 

hospitalisation, consultation psychiatrique), 2% de coûts directs pharmaceutiques 

(prescriptions), 10% de coûts indirects liés au paiement compensatoire sans contrepartie 

(absentéisme, indemnités journalières en cas d’arrêt maladie, perte de production) et 3% de 

coût de mortalité (Greenberg et al., 1999). Au début des années 2010, l’analyse de la base de 

données du National Health and Wellness Survey issue de 5 grands pays européens (France, 

Allemagne, Italie, Espagne, Royaume-Uni) a révélé des coûts directs pour le TAG de 659€ et 

des coûts indirects de 2 208€ par patient et par an (Toghanian et al., 2014). 

 

5.2. Prise en charge clinique : réponse, rémission, rechute, récidive 

Plusieurs options thérapeutiques s’offrent aux praticiens pour traiter un trouble 

anxieux. Mais que la stratégie soit psychologique et/ou pharmacologique, les objectifs visés 

sont les mêmes, à savoir diminuer l’intensité et la fréquence des symptômes, améliorer la 

qualité de vie, soulager les comorbidités, obtenir une rémission et diminuer le risque de 

récidive. Le choix de la thérapie repose sur les facteurs de risque du patient, ses antécédents 

et la présence de comorbidités et suit un algorithme précis (Figure 3).  
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Figure 3. Arbre décisionnel pour la prise en charge d’un trouble anxieux. 

 
 
Abréviations : BZD : benzodiazépine; IRSNA : inhibiteur sélectif de la recapture de la noradrénaline ; ISRS: 
inhibiteur sélectif de la recapture de la sérotonine. 
 

Adapté de (Bystritsky et al., 2013) 
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5.3. Les traitements non pharmacologiques  

Avant même de considérer un traitement pharmacologique, il convient de vérifier que 

le patient respecte certaines règles hygiéno-diététiques simples tels qu’un rythme de sommeil 

raisonnable, une limitation de la consommation de substances excitantes et préférable en 

début de journée, une pratique régulière d’un exercice physique et un maintien du contact 

social avec la famille et les amis.  

 

Les traitements non pharmacologiques des troubles anxieux, bien que d’orientations 

variées, sont inégalement représentés dans la littérature. Mais qu’ils soient invasifs ou non, 

ils démontrent une certaine efficacité en complément des traitements pharmacologiques ou 

comme alternative lorsque ces derniers ne sont pas suffisamment efficaces. 

 

 Les traitements non invasifs 

A ce jour, la thérapie cognitivo-comportementale (TCC) est probablement la forme de 

psychothérapie la plus étudiée comme traitement non-invasif des troubles anxieux. Dans le 

TP, avec ou sans agoraphobie, la TCC consiste à exposer étape par étape, le patient aux 

situations imaginaires et réelles qui déclenchent habituellement une réponse anxieuse et un 

comportement d’évitement (Cottraux, 2002). Dans le TAG, cette technique consiste à 

apprendre aux patients à observer et analyser leurs inquiétudes pour reconnaître comment 

celles-ci contribuent à leur anxiété, pour à terme, les remplacer par des émotions plus 

adaptées et plus rationnelles. Une méta-analyse de 27 articles de la littérature, totalisant 

1 496 patients, a confirmé les effets bénéfiques à court-terme de la TCC en monothérapie, 

comparativement au groupe placebo, chez l’adulte souffrant de troubles anxieux (Hofmann & 

Smits, 2008). Au long-terme, à savoir 1 an après la fin de la TCC, 77% des patients répondeurs 

et 85% des patients en rémission présentaient un maintien de leur statut respectif (DiMauro 

et al., 2013). La combinaison de la TCC avec une stratégie médicamenteuse a montré des 

résultats hétérogènes ne permettant pas forcément de montrer qu’une approche est plus 

avantageuse que l’autre selon le type de troubles anxieux. En effet, une autre méta-analyse 
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de 21 études randomisées chez 625 patients souffrant d’au moins un trouble anxieux traités 

par TCC à court terme, comparativement aux 641 patients traités par anxiolytiques ou 

antidépresseurs, a montré une meilleure efficacité de la TCC chez les patients souffrant de TP 

ou de TAG alors, qu’en revanche, les patients souffrant de TAS sont plus sensibles aux 

médicaments qu’à la TCC (Roshanaei-Moghaddam et al., 2011). 

 

 Les traitements invasifs 

Les thérapies pour les troubles anxieux, outre les traitements pharmacologiques 

conventionnelles associés ou non à la TCC, sont pour le moment essentiellement 

expérimentales. 

 

Initialement développée comme traitement antiépileptique, la stimulation du nerf 

vague a ensuite été utilisée en psychiatrie, après que les patients atteints d’EDC avec une 

comorbidité anxieuse et traités par cette technique aient montré une nette amélioration de 

leur humeur. Une étude pilote dans laquelle un dispositif permettant la stimulation du nerf 

vague pendant 10 semaines a été implanté chez 7 patients avec un TOC, 2 patients avec un 

ESPT et 1 patient avec un TP, n’ayant répondu a aucun traitement médicamenteux ou 

psychologique, n’a montré une amélioration des symptômes que chez 3 patients avec un TOC 

(George et al., 2008). En préclinique, chez le rat Sprague-Dawley, la stimulation du nerf vague 

augmente le temps passé dans les bras ouverts de l’EPM, sans modification de l’activité 

locomotrice (Noble et al., 2019). 

 

Bien que les neurochirurgies lésionnelles, comme la capsulotomie aient été utilisées 

pour traiter les troubles d’anxiété résistants aux traitements, les études à long-terme ont 

montré des effets cognitifs indésirables. En effet, un an après la procédure, 67% des patients 

souffrant de TP, de TAG ou de TAS enrôlés dans l’étude ont montré une amélioration de leurs 

symptômes, malheureusement presque ¼ des patients ont également présenté une apathie, 

une désinhibition et une dysfonction des fonctions exécutives (Ruck et al., 2003). 

  



 

 

 Introduction  
  

41 

Par rapport à la chirurgie ablative, la stimulation cérébrale profonde (SCP) présente 

l’avantage de pouvoir ajuster et personnaliser la neurostimulation. Jusqu’à ce jour, aucune 

étude clinique n’a été réalisée chez les patients souffrant de troubles anxieux, si ce n’est chez 

les patients atteints de TOC, qui montre d’ailleurs une amélioration de leurs symptômes 

(Lipsman et al., 2007). Toutefois, chez les patients souffrant de dépression résistante aux 

traitements, la stimulation profonde du nucleus accumbens (NAc) induit un effet anxiolytique 

comme l’indique la diminution du score d’Hamilton, passant de 23,3 à 19 après 1 mois puis à 

14,9 après 1 an (Bewernick et al., 2010). Cette technique a également fait ses preuves chez 

des souris HAB mâles, naturellement anxieuses, puisque une implantation d’électrodes dans 

le NAc de ces animaux diminue la latence pour se nourrir dans le NSF (Schmuckermair et al., 

2013). Toutefois, aucun effet n’a été retrouvé chez le rat Wistar pour une même implantation 

dans le NAc, dans le VCT et dans l’EPM (van Dijk et al., 2013).  

 

 Les techniques de neurostimulation  

L’électroconvulsivothérapie (ECT), plus couramment utilisée dans l’EDC résistant aux 

traitements pharmacologiques, est une procédure pratiquée sous anesthésie générale, au 

cours de laquelle de petits courants électriques sont appliqués au niveau du cerveau, 

provoquant intentionnellement une crise convulsive de courte durée. Il existe très peu de 

preuves qui encouragent l’utilisation d’une telle technique chez les patients anxieux, en 

particulier parce que la comorbidité anxieuse chez les patients présentant un EDC est la 

principale contrindication, conduisant parfois à l’aggravation des symptômes anxieux ou au 

déclenchement d’attaques de panique (Fink, 1982). En revanche, une cure d’ECT améliore le 

score de l’échelle de l’ESPT administrée par le clinicien (CAPS, de 90 à 59,4 après 6 séances 

d’ECT) chez 20 patients, hommes et femmes, tous souffrant d’ESPT associés à des symptômes 

dépressifs et réfractaires aux traitements et à la TCC, et ce indépendamment de l’amélioration 

des symptômes de la dépression (Margoob et al., 2010).  
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La stimulation magnétique transcraniale répétée (SMTr), dont le but est de causer une 

dépolarisation et donc une stimulation des neurones corticaux, possède l’avantage d’être 

moins invasive que l’ECT puisque ne nécessitant pas d’anesthésie générale, mais présente 

l’inconvénient de ne pourvoir atteindre les structures cérébrales profondes, comme 

l’amygdale, l’hippocampe ou le CCA, des régions pourtant impliquées dans les troubles 

anxieux. Cette technique n’a pas encore été approuvée par les autorités de santé dans le 

traitement des troubles anxieux, probablement à cause du manque d’études à grande échelle. 

Néanmoins, la SMTr appliquée au niveau du CPFdl s’avère efficace dans au moins 5 études 

cliniques menées dans le monde entier chez un petit nombre de patients TP (n = 1-6) avec ou 

sans comorbidité dépressive (Pallanti & Bernardi, 2009). Une étude préliminaire chez 10 

patients atteints de TAG, ayant complété 6 sessions de SMTr en 3 semaines, a rapporté une 

diminution de plus de 50% du score d’Hamilton chez 60% des patients considérés à la fin de 

l’étude comme étant en rémission (HAM <8) (Bystritsky et al., 2008).  

 

5.4. Les traitements pharmacologiques 

 Traitement empirique : les benzodiazépines 

Historiquement, les BZD ont été les premières molécules à être utilisées dans le 

traitement de l’anxiété puisqu’offrant la possibilité de soulager rapidement les patients. La 

découverte fortuite de la première BZD, le chlordiazépoxyde (Librium®) aux propriétés 

tranquillisantes et sédatives, remontent au début des années 1960 (Gaignault, 1983). Par la 

suite, via des processus d’optimisation, de nouvelles BZD avec un profil pharmacologique 

nouveau, à savoir anxiolytique, ont pu voir le jour (Gaignault, 1983). C’est le cas du diazépam 

(Valium®) qui reste à ce jour probablement la BZD la plus connue dans ce domaine 

pharmacologique. De nouvelles modifications structurales, notamment par l’ajout d’un cycle 

triazolique ont permis d’augmenter l’activité de ces molécules, conduisant ainsi au 

développement de molécules aux propriétés hypnotiques, appelées apparentées aux BZD 

(Gaignault, 1983). On l’aura donc compris, les BZD possèdent de nombreuses propriétés 
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pharmacologiques puisqu’elles sont à la fois sédatives, anxiolytiques et hypnotiques, mais 

aussi myorelaxantes et anticonvulsivantes, pour les dérivés nitrés (Gaignault, 1983). 

 

Les BZD se fixent spécifiquement sur le site modulateur aux BZD présent sur les 

récepteurs de l’acide γ-aminobutyrique de type A (GABAA), dont l’expression est 

principalement localisée au niveau du système limbique, du cortex et des noyaux gris 

centraux. La fixation des BZD sur leur site allostérique potentialise l’affinité du GABA pour son 

récepteur, augmentant ainsi la probabilité d’ouverture du canal chlore responsable d’une 

hyperpolarisation cellulaire et donc d’une diminution de l’excitabilité neuronale (Costa & 

Guidotti, 1979) (Figure 4).  

 

Figure 4. Mécanisme d’action des benzodiazépines. 

 
 

Les BZD en se liant à leur site de fixation sur la sous-unité ! du récepteur GABAA, entrainent une modification 
allostérique du récepteur, facilitant ainsi la fixation du GABA sur la sous-unité " de ce même récepteur. Il en 

résulte une augmentation de la fréquence d’ouverture du canal chlore. 
 

D’après (Katzung, 2001) 
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En 2012, les Français étaient 11,5 millions à avoir consommé au moins une fois une 

BZD. Sur ces consommateurs, 22% avaient même eu recours à deux BZD simultanément. Selon 

les directives établies par l’Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de 

santé (ANSM) dans son rapport de 2012 sur l’état des lieux de la consommation des BZD en 

France, ces dernières présenteraient de moins bons résultats à long terme et devraient donc 

répondre à des règles strictes de bon usage (santé, 2013). Ainsi, la prescription ne doit être 

envisagée qu’après un échec des approches non médicamenteuses et doit être d’une durée 

la plus courte possible, sans excéder les durées préconisées dans le cadre de l’autorisation de 

mise sur le marché, à savoir 12 semaines pour les anxiolytiques et 4 semaines pour les 

hypnotiques. Cette consigne n’est malheureusement pas respectée, puisqu’en 2012, le temps 

d’utilisation annuel des BZD anxiolytiques était proche de 5 mois. D’autre part, la prescription 

doit également faire l’objet d’une réévaluation régulière quant à son efficacité, d’autant plus 

que les BZD sont associées à de nombreux effets indésirables tels qu’une amnésie 

antérograde, un trouble du comportement avec irritabilité, agressivité et agitation, confusion, 

baisse de la vigilance, somnolence, insomnie et cauchemars, qui sont autant de raisons pour 

le patient d’interrompre son traitement (Gudex, 1991). De plus, les BZD, notamment les 

hypnotiques qui possèdent une demi-vie courte, peuvent induire une dépendance physique 

et psychique qui se traduit par un syndrome de sevrage ou de rebond à l’arrêt du traitement 

(Gudex, 1991).  

 

Cependant, il est important de considérer le potentiel bénéfice des BZD lors de 

l’instauration d’un traitement puisqu’elles présentent l’avantage de soulager rapidement et 

efficacement les symptômes somatiques des patients. C’est pourquoi, les BZD peuvent 

toujours être prescrites comme thérapie complémentaire à privilégier en début de traitement, 

avant que l’efficacité d’un traitement plus adapté ne commence à se manifester. Le tableau 3 

fournit un bref aperçu des BZD indiquées dans les troubles anxieux ainsi que les posologies 

classiquement utilisées dans cette indication (Tableau 4). 
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Tableau 4. Les benzodiazépines utilisées dans le traitement des troubles anxieux. 

 
DCI 

Nom de 

spécialité 
Forme Posologie usuelle 

Durée de 

traitement 

Mécanisme 

d’action 
Indications 

BE
NZ

OD
IA

ZE
PI

NE
S 

alprazolam XANAX® Cpm 0,25-0,5-1 mg 1-2 mg/j 

8-12 semaines 

Modulateur 

allostérique du 

récepteur GABAA 

Manifestations anxieuses 

sévères et/ou invalidantes 

 

Delirium tremens et autres 

manifestations du sevrage 

alcoolique 

 

± urgences 

neuropsychiatriques : crise 

d'angoisse paroxystique, crise 

d'agitation 

bromazépam LEXOMIL® Cpm 6 mg 6 mg/j 

clobazam URBANYL® Cpm 5-10-20 mg 5-60 mg/j 

clorazépate TRANXENE® 
Gél 5-10-50 mg 

Sol inj 20 mg/2ml 

5-90 mg/j 

20-200 mg/inj 

clotiazépam VERATRAN® Cpm 5-10 mg 10-30 mg/j 

diazépam VALIUM® 

Cpm 2-5-10 mg 

Sol buv 1% 

Sol inj 10 mg/2ml 

5-20 mg/j 

0,1-0,2 mg/kg/inj 

loflazépate VICTAN® Cpm 2 mg 1-4 mg/j 

lorazépam TEMESTA® Cpm 1-2,5 mg 2-7,5 mg/j 

oxazépam SERESTA® Cpm 10-50 mg 20-60 mg/j 

prazépam LYSANXIA® 
Cpm 10-40 mg 

Sol buv 15 mg/ml 

10 à 30 mg/j 

(20-30 gouttes) 

 
Abréviations : Cpm : comprimé ; DCI : dénomination commune international ; Gél : gélule ; Sol buv : solution buvable ; Sol inj : solution injectable 
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 Traitement actuel : les antidépresseurs 

Depuis plusieurs années, on observe une diminution des prescriptions de BZD au profit 

des antidépresseurs qui ont l’avantage de présenter une meilleure tolérance et un profil de 

sécurité amélioré, mais avec une activité thérapeutique retardée de 2 à 4 semaines.  

 

L’iproniazide (Marsilid®), un inhibiteur de la monoamine oxydase (IMAO) et 

l’imipramine (Tofranil®), un antidépresseur tricyclique (ATC), découverts à la fin des années 

1950, sont parmi les premières molécules à avoir prouvé leur efficacité dans le traitement des 

troubles dépressifs à comorbidité anxieuse. En 1959, l’étude britannique de West et Dally fut 

la première à souligner l’efficacité de l’iproniazide sur les symptômes phobiques et les 

attaques de paniques chez des patients dépressifs avec un syndrome phobique semblable à 

une hystérie (West & Dally, 1959). En 1962, ce sont Kein et Fink qui à leur tour démontrèrent 

l’efficacité de l’imipramine pour réduire les symptômes anxieux épisodiques, dont les 

attaques de panique liés à des phobies personnelles, chez des patients souffrant de troubles 

affectifs (Klein & Fink, 1962). Ces molécules ont pour but d’augmenter les transmissions 

monoaminergiques, dont la noradrénaline et la sérotonine, en inhibant soit l’enzyme 

responsable de leur catabolisme pour les IMAO, soit le transporteur responsable de leur 

recapture pour les ATC. Cette découverte a permis de définir le rôle des monoamines dans la 

pathogénèse et le traitement des EDC. Plus tard, il a été évoqué que les troubles anxieux 

partageaient cette hypothèse monoaminergique. C’est pourquoi depuis les années 80, il n’est 

pas étonnant que les antidépresseurs constituent le traitement de référence des troubles 

anxieux. Malheureusement, en raison de l’intervalle à observer en cas d’échec thérapeutique 

avant de passer à un autre antidépresseur, l’iproniazide et l’imipramine ne sont désormais 

plus prescrites en première intention.  
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La découverte de ces effets antidépresseurs et anxiolytiques, et de leurs cibles 

moléculaires, a conduit à la conception de médicaments de 2ème et 3ème génération, tels que 

les ISRS ou encore les inhibiteurs mixtes de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline 

(IRSN). Ces molécules rétablissent les niveaux de sérotonine et/ou de noradrénaline dans la 

fente synaptique en se liant soit exclusivement au transporteur de la recapture de la 

sérotonine (SERT), soit au SERT et au transporteur de la recapture de la noradrénaline (NET), 

empêchant ainsi la réabsorption de ces deux neurotransmetteurs. Ce blocage entraîne une 

accumulation de sérotonine et/ou de noradrénaline dans la fente synaptique qui peuvent 

ensuite aller se fixer sur leurs récepteurs post-synaptiques respectifs (Figure 5).  

 

Figure 5. Mécanisme d’action des inhibiteurs de la recapture de la sérotonine (à gauche) et de 
la noradrénaline (à droite). 

 
 

Les ISRS et IRSN ont pour but d’augmenter les transmissions sérotoninergique et noradrénergique en activant 
indirectement les récepteurs sérotoninergiques et noradrénergiques post-synaptiques, par inhibition de leur 

recapture. 
 

D’après (Rang, 2001) 
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Les ISRS et les ISRN constituent actuellement le traitement de choix des troubles 

anxieux. De plus, comme les troubles anxieux sont fréquemment associés chez les patients à 

des EDC (Kaufman & Charney, 2000), les ISRS et les ISRN offrent l’avantage de pouvoir traiter 

à la fois les symptômes dépressifs et soulager les symptômes anxieux. Toutefois, tous les ISRS 

ne sont pas indiqués pour un seul et même type de troubles anxieux. Le Tableau 5 fournit un 

aperçu des différents antidépresseurs qui possèdent une indication dans les troubles anxieux. 

 

Une revue détaillée de tous les essais cliniques, depuis le milieu des années 80, menés 

en double-aveugle chez les patients souffrant de TAG, supportent la preuve d’une efficacité 

de nombreux ISRS, dont la paroxétine, l’escitalopram et la sertraline et IRSN, dont la 

venlafaxine, et la duloxétine, même si certaines de ces molécules ne possèdent pas l’indication 

officielle dans le TAG (Kimmel, 2015) (Tableau 5). Cependant, il n’existe pas de différence 

d’efficacité clinique démontrée entre les différents types d’antidépresseurs, comme par 

exemple, entre la duloxétine (60-120 mg/kg/j, 10 semaines) et la venlafaxine (75-225 mg/kg/j, 

10 semaines) qui présentent un taux de réponse respectif de 56% et 58%, comparativement 

au placébo (Allgulander et al., 2008). Bien qu’ils n’aient pas été comparés entre eux, la 

paroxétine, la sertraline et l’escitalopram offrent une efficacité et une tolérance semblables, 

avec un pourcentage de réponse de 50 à 70%, comparativement au placebo pour lequel le 

pourcentage de réponse est compris entre 30 et 40% (Kimmel et al., 2015). L’initiation du 

traitement doit se faire aux doses les plus faibles car pendant la période de latence, certains 

patients peuvent présenter une exacerbation de leurs symptômes, d’autant plus que les 

antidépresseurs induisent une levée d’inhibition pouvant conduire ces patients au suicide 

(Sramek et al., 2002).  
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Depuis les années 90, de nombreuses preuves ont supporté l’efficacité des SSRI dans 

le traitement du TP. Des essais cliniques menés en double-aveugle, utilisant des doses flexibles 

ou fixes de paroxétine (Pollack et al., 2007), de sertraline (Londborg et al., 1998), de fluoxétine 

(Michelson et al., 2001), de citalopram et d’escitalopram (Bandelow et al., 2007), ont rapporté 

des effets bénéfiques à court-terme (8 à 12 semaines) sur la qualité de vie des patients et sur 

les symptômes du TP, tels que la fréquence des attaques, l’anxiété généralisée ou les 

désagréments liés aux manifestations physiques. Une efficacité à long-terme a été démontrée 

chez les patients recevant de la paroxétine pendant 36 semaines après avoir complété un essai 

randomisé en double aveugle de 12 semaines, par rapport au placébo (Lecrubier & Judge, 

1997). Il en est de même pour la fluoxétine avec une efficacité à plus de 24 semaines après un 

traitement initial de 10 semaines (Michelson et al., 1999) et pour le citalopram à plus de 52 

semaines après un traitement initial de 8 semaines (Lepola et al., 1998). Ainsi, les patients 

avec un TP, pour lesquels un effet bénéfique initial avait été constaté, ont continué de montrer 

une amélioration de leur score d’Hamilton plusieurs semaines après l’initiation du traitement 

par ISRS. 
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Tableau 5. Les antidépresseurs utilisés dans le traitement des troubles anxieux. 

 DCI 
Nom de 

spécialité 
Forme 

Posologie 
usuelle 

Durée de 
traitement 

Mécanisme d’action Indications 

AN
TI
DE

PR
ES
SE
UR

S  

citalopram SEROPRAM® Cpm 20 mg 
Sol buv 40 mg/ml 20-40 mg/j 

≥ 6 mois 
réévaluation 

régulière 
ISRS 

EDC 
Prévention du TP avec/sans 
agoraphobie 

escitalopram SEROPLEX® Cpm 5-10-15-20 mg 
Sol buv 20 mg/ml 10-20 mg/j 

EDC 
TAG, TP avec/sans agoraphobie, TAS, 
TOCs 

fluoxétine PROZAC® 
Cpm 20 mg 
Gél 20 mg 

Sol buv 20 mg/5ml 

20 mg/j 
 

60 mg/j 

EDC 
TOCs 
Boulimie 

fluvoxamine FLOXYFRAL® Cpm 50-100 mg 50-300 mg/j EDC 
TOC 

paroxétine DEROXAT® Cpm 20mg 
Sol buv 20 mg/10ml 10-50 mg/j 

EDC 
TAG, TP avec/sans agoraphobie, TAS, 
TOCs, ESPT 

sertraline ZOLOFT® Gél 25-50 mg 50-200 mg/j 
EDC et prévention des récidives d’EDC 
TP avec/sans agoraphobie, TOC, TAS, 
ESPT 

duloxétine CYMBALTA® Gél 30-60 mg 30-120 mg/j ≥ 6 mois 
réévaluation 

régulière 
IRSN 

EDC 
TAG 

venlafaxine EFFEXOR® Gél LP 37,5-75 mg 75-375 mg/j EDC 
TAG, TP avec/sans agoraphobie, TAS 

clomipramine ANAFRANIL® Cpm 10-25-75 mg 75-150 mg/j 
≥ 6 mois 

réévaluation 
régulière 

Inhibiteur non sélectif 
de la recapture des 

monoamines 

EDC 
Trouble panique avec/sans 
agoraphobie, TOC 

 
Abréviations : Cpm : comprimé ; DCI : dénomination commune international ; EDC : épisode dépressif caractérisé ; ESPT : état de stress post-traumatique ; Gél : gélule ; IRSN : inhibiteur 
mixte de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline ; ISRS : inhibiteur sélectif de la recapture de la sérotonine ; Sol buv : solution buvable ; TAG : trouble anxieux généralisé ; TAS : 
trouble d’anxiété sociale ; TOC : trouble obsessionnel compulsif ; TP : trouble panique. 
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 Comparaison de l’efficacité entre les benzodiazépines et les antidépresseurs 

En prenant l’exemple du TAG, la première étude en double aveugle, menée chez 60 

patients atteints de TAG et comparant l’alprazolam à l’imipramine, a rapporté que 

l’alprazolam réduisait plus efficacement les symptômes somatiques du TAG alors que 

l’imipramine permettait une meilleure amélioration des symptômes psychiques tels que les 

pensées négatives (Hoehn-Saric et al., 1988). La seconde étude clinique a été conduite chez 

230 patients, avec un TAG (HAM-A moyen = 25,8), traités par imipramine ou diazépam 

pendant 8 semaines (Rickels et al., 1993). Alors que les auteurs rapportent une efficacité du 

diazépam sur les symptômes somatiques supérieure à celle de l’imipramine lors des deux 

premières semaines de traitement (HAM-A = 6,4 versus 9,1 ; p<0,01), la tendance s’inverse à 

partir de la troisième semaine, où les deux molécules font preuve d’une efficacité équivalente, 

avec en moyenne 73% d’amélioration des symptômes psychiques et somatiques pour 

l’imipramine (respectivement, HAM-A = 6,4 et 6,7) et 66% d’amélioration des symptômes 

somatiques pour le diazépam (HAM-A = 6,0) (Rickels et al., 1993). La troisième étude, menée 

chez 81 patients souffrant de TAG (HAM-A moyen = 25,5), comparant l’efficacité de la 

paroxétine à l’imipramine et au 2’-chlordesmethyl-diazépam, a démontré que ces trois 

molécules amélioraient significativement les symptômes cliniques chez deux tiers des patients 

(Rocca et al., 1997). Tout comme l’avait observé Rickels et collaborateurs, bien que 

l’amélioration des symptômes soit plus rapide avec la BZD, à savoir après seulement 2 

semaines de traitement, elle est statistiquement meilleure avec les deux antidépresseurs 

après 8 semaines de traitement (HAM-Aparoxétine = 11,1 ; HAM-Aimipramine = 10,8 et HAM-A2’-

chlordesmethyl-diazépam =12,9) (Rocca et al., 1997).  

 

Dans leur étude multicentrique randomisée en double-aveugle constituée de 540 

patients souffrant de TAG (HAM-A = 28), Hackett et collaborateurs ont rapporté une 

amélioration du score d’Hamilton après un traitement de 8 semaines par venlafaxine (HAM-A 

= 15,3 ou 16 en fonction de la dose) ou diazépam (HAM-A = 13,7) comparativement au placébo 

(HAM-A = 20,9), sans constater de différence significative en termes d’efficacité et de réponse 

au traitement entre la BZD et l’antidépresseur (Hackett et al., 2003). Pour finir, Feltner et 
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collaborateurs ont évalué l’efficacité du lorazépam versus la paroxétine après 4 semaines de 

traitement chez 169 patients atteints de TAG. Il en ressort que les deux traitements sont 

efficaces sur la réduction des symptômes psychiques du TAG, mais que seul le lorazépam 

améliore significativement les symptômes somatiques (Feltner et al., 2009).  

 

L’efficacité des antidépresseurs dans le traitement des troubles anxieux, et 

notamment du TAG, est maintenant bien démontrée et confirmée par l’ensemble des 

résultats des essais cliniques. Toutefois, une méta-analyse de 56 essais cliniques de 

pharmacothérapie, randomisés et contrôlés, a attiré l’attention sur l’efficacité moyenne voire 

faible des ISRS, des IRSN et des BZD par rapport au placébo, et ce quel que soit l’âge et le sexe 

des participants ou la durée du traitement (Gomez et al., 2018). De plus, dans cette étude, il 

semblerait même que les BZD fassent preuve d’une meilleure efficacité concernant 

l’amélioration des scores des différentes échelles utilisées pour estimer la sévérité des 

symptômes anxieux (Gomez et al., 2018). Ceci contraste donc avec les directives actuelles en 

matière de prescription qui ne recommandent pas les BZD comme traitement de première 

intention dans le TAG. Toutefois, il est à noter qu’une autre méta-analyse de 23 essais 

cliniques, randomisés et contrôlés en double aveugle, dont 12 évaluant l’efficacité du 

diazépam, 7 du lorazépam et 4 de l’alprazolam, chez des sujets diagnostiqués avec un TAG, 

vient contredire ces précédents résultats (Martin et al., 2007). Effectivement, basée sur le taux 

d’abandon des patients, sans rapport avec l’efficacité du traitement reçu, cette étude n’a pas 

montré de preuve évidente de l’efficacité supérieure des BZD à court terme, soit 4 semaines, 

par rapport au placébo. Cette hétérogénéité dans les résultats s’explique probablement par 

une différence des outils utilisés pour caractériser l’efficacité du traitement. En d’autres 

termes, pour évaluer l’efficacité des BZD, Martin et collaborateurs ne se basent pas sur des 

échelles d’évaluation de l’anxiété mais sur le taux d’abandon du traitement pour des raisons 

quelconques. Or, cette étude rapporte que ce taux est statistiquement comparable à celui 

généré dans le groupe recevant le placebo (Martin et al., 2007). 
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 Les alternatives aux traitements antidépresseurs 

Lorsque la réponse désirée n’est pas obtenue après 8 semaines de traitement par un 

ISRS voire un IRSN, il est nécessaire de changer de stratégie thérapeutique. Le médecin 

généraliste peut alors choisir de changer d’antidépresseurs en remplaçant la molécule de 

départ par un autre ISRS ou bien ajouter un agent de second ou de troisième recours, parmi 

ceux décrits dans le Tableau 6. 
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Tableau 6. Les autres molécules utilisées dans le traitement des troubles anxieux. 

 DCI 
Nom de 

spécialité 
Forme 

Posologie 
usuelle 

Durée de 
traitement 

Mécanisme d’action Indications 

AU
TR

ES
 M

OL
É C

UL
ES

 

buspirone BUSPAR® Cpm 10 mg 15-60 mg/j 4-6 semaines 
Agoniste du récepteur  
5-HT1A

 présynaptique 
TAG, ESPT, anxiété réactionnelle, anxiété 
associée à une affection somatique sévère 

cyamemazine TERCIAN® 
Cpm 25-100 mg 

Sol buv 40 mg/ml 
25-100 mg/j 4 semaines 

Antipsychotique antagoniste 
du récepteur D2 

EDC 
Traitement symptomatique de courte 
durée de l’anxiété de l’adulte en cas 
d’échec des thérapeutiques habituelles 

haloperidol HALDOL® 
Cpm 1 mg 

Sol buv 2mg/ml 
1 mg/j 4 semaines 

Antipsychotique 
neuroleptique antagoniste 

du récepteur D2 

Traitement symptomatique de courte 
durée de l’anxiété de l’adulte en cas 
d’échec des thérapeutiques habituelles 

hydroxyzine ATARAX® 
Cpm 25 mg 

Sol inj 100 mg/2ml 
50-300 mg/j courte 

Antihistaminique antagoniste 
du récepteur H1 

Manifestations mineures de l’anxiété 

pregabaline LYRICA® 
Gél 25-50-75-100-
150-200-300 mg 
Sol buv 20 mg/ml 

150-600 mg/j 
réévaluation 

régulière 

Antiépileptique se liant à une 
sous-unité auxiliaire des 

canaux Cav 
TAG 

sulpiride DOGMATIL® 
Gél 50 mg 
Sol buv 0,5 

g/100ml 
50-150 mg/j 4 semaines 

Antipsychotique 
neuroleptique antagoniste 

du récepteur D2 

Traitement symptomatique de courte 
durée de l’anxiété de l’adulte en cas 
d’échec des thérapeutiques habituelles 

 
Abréviations : Cpm : comprimé ; DCI : dénomination commune international ; EDC : épisode dépressif caractérisé ; ESPT : état de stress post-traumatique ; Gél : gélule ; Sol buv : solution 
buvable ; TAG : trouble anxieux généralisé. 
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En conclusion, hormis leur innocuité et leur rapidité d’action, les différents types de 

traitements existants ne montrent pas de différence d’efficacité en terme d’amélioration de 

la sévérité des symptômes des troubles anxieux (Tableau 7). 

 

 

Tableau 7. Comparaison de l’efficacité des traitements pharmacologiques et non 

pharmacologiques utilisés dans les troubles anxieux. 

Traitements TP TAG TAS 
Phobie 

spécifique 
NON PHARMACOLOGIQUES 

TCC ++ ++ ++ ++ 

ECT - - - - 

SMTr + + ? ? 

Stimulation du nerf 

vagual 
- ? ? ? 

capsulotomie + + +  

SCP ? ? ? ? 

PHARMACOLOGIQUES 

Benzodiazépines  

Court-terme 

Long-terme 

 

+ 

- 

 

+ 

- 

 

+ 

- 

- 

ISRS ++ ++ ++ ++ 

IRSN + ++   

 
Abréviations : + : efficace ; ++ : très efficace ; - : pas d’effet ; ECT : électroconvulsivothérapie ; IRSN : inhibiteur 

mixte de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline ; ISRS : inhibiteur sélectif de la recapture de la 

sérotonine ; SCP : stimulation cérébrale profonde ; SMTr : stimulation magnétique transcraniale répétée ; TAG : 

trouble anxieux généralisé ; TAS : trouble d’anxiété sociale ; TCC : thérapie cognitivo-comportementale ; TP : 

trouble panique. 
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 Traitements novateurs 

Malgré les bénéfices évidents apportés par les antidépresseurs actuellement 

disponibles, 30 à 60% des patients ne répondent toujours pas de manière adéquate et 

souffrent toujours de symptômes résiduels incapacitants. Cet inconvénient, associé au 

nombre important de rechutes et à une activité thérapeutique retardée, fait l’objet d’une 

attention croissante et pousse les industries pharmaceutiques à développer de nouvelles 

thérapies qui agiraient aussi rapidement que les BZD avec une efficacité, une tolérance et une 

innocuité comparables à celles des ISRS ou IRSN.  

 

Début 2016, la vortioxétine, a été commercialisée en France sous le nom de Brintellix® 

par les laboratoires Lundbeck et Takeda. Initialement mise au point pour le traitement des 

troubles dépressifs, la vortioxétine un antidépresseur multimodal, c’est-à-dire que son activité 

d’ISRS est complétée par des antagonismes des récepteurs 5-HT1D, 5-HT3 et 5-HT7, un 

antagonisme partiel du récepteur 5-HT1B et un agonisme partiel du récepteur 5-HT1A (Bang-

Andersen et al., 2011). Une méta-analyse, de 2 essais cliniques de phase II et 5 de phase III a 

confirmé la supériorité d’efficacité de la vortioxétine dans le traitement des troubles anxieux, 

d’autant plus qu’elle semble montrer une sécurité d’emploi et une tolérance satisfaisante 

comparativement au placébo (Yee et al., 2018). Un essai clinique mené chez 27 patients 

souffrant de TP, a montré qu’une administration de vortioxétine à doses flexibles (5, 10 et 20 

mg) pendant 10 semaines diminue le score de l’échelle de sévérité du trouble panique (PDSS), 

une échelle permettant d’évaluer, entre autres, la fréquence d’apparition des attaques, l’état 

d’anxiété pendant l’attaque et le comportement d’évitement face au stimulus phobique (Shah 

& Northcutt, 2018). Dans le TAG, une méta-analyse de 37 essais cliniques a fourni une preuve 

supplémentaire de l’efficacité de la vortioxétine, administrée à 5 mg/kg/j pendant 8 semaines, 

entraînant une amélioration du score d’Hamilton, sans que celui-ci n’atteigne pour autant une 

rémission significative par rapport au placébo (Pae et al., 2015). 
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La vilazodone (Viibryd®) ne possède pas encore d’autorisation de mise sur le marché 

en France, mais elle a été approuvée et commercialisée dans le traitement des EDC aux USA 

depuis 2011. Ses propriétés pharmacologiques associent une inhibition de la recapture de la 

sérotonine et un agonisme partiel du récepteur 5-HT1A, une combinaison pertinente pour 

obtenir une élévation à la fois rapide et robuste de la sérotonine dans la fente synaptique. Si 

l’efficacité de la vilazodone (40 mg/kg) sur la composante anxieuse des patients atteint d’EDC 

est déjà établie, notamment avec une amélioration significative du score d’Hamilton chez les 

patients souffrant de comorbidité anxio-dépressive après 8 semaines de traitement (Thase et 

al., 2014), son éventuel bénéfice dans le TAG est actuellement recherché dans le cadre 

d’essais cliniques (NCT01844115, NCT01712321). Néanmoins, une étude clinique de phase III 

menée chez des patients souffrant de TAG, a rapporté que 62% des patients étaient 

répondeurs à un traitement de 10 semaines par vilazodone, se traduisant par une différence 

significative du changement moyen du score d’Hamilton par rapport aux valeurs initiales 

(Gommoll et al., 2015).  
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BOX 2. Les traitements pharmacologiques et non pharmacologiques des troubles anxieux. 

Traitements non pharmacologiques Traitements pharmacologiques 

Non invasifs 

La Thérapie cognitivo-comportementale (TCC) : 
consiste à apprendre aux patients à reconnaître 
comment leurs pensées contribuent à l’anxiété 
et à percevoir leurs inquiétudes de façon plus 
rationnelle. La durée du traitement peut varier 
mais comprend généralement 4 à 24 séances 
hebdomadaires. 
 

L’électroconvulsivothérapie (ECT) : consiste à 
administrer des courants électriques de faible 
intensité à travers le cerveau, sous anesthésie 
générale, pour provoquer une crise convulsive. 
Ce traitement s’étale sur 6 à 8 semaines à raison 
de 2 à 3 séances par semaine. 
 

Stimulation magnétique transcraniale répétitive 
(SMTr) : consiste à appliquer une impulsion 
magnétique à travers le crâne du patient éveillé 
au niveau des neurones corticaux dans le but de 
créer une dépolarisation de ces neurones pour 
modifier la sécrétion des monoamines. La 
stimulation magnétique varie en fonction de la 
localisation, de l’intensité et de la fréquence des 
pulses. Elle est appliquée quotidiennement ou 
plusieurs fois par semaine 

Les antidépresseurs 

Les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la 
sérotonine (ISRS) : bloquent la recapture de la 
sérotonine au niveau présynaptique par le SERT, 
permettant d’augmenter les taux de sérotonine 
au niveau de la fente synaptique. De par la 
présence d’autorécepteurs, exerçant un 
rétrocontrôle négatif sur la synthèse et la 
libération de sérotonine, ils présentent un délai 
d’action de 4 à 6 semaines. 
Exemple : fluoxétine, paroxétine 
 

Les inhibiteurs mixtes de la recapture de la 
sérotonine et de la noradrénaline (IRSN) : 
présentent une action similaire aux ISRS, en 
agissant également sur la recapture de la 
noradrénaline, avec des effets indésirables 
moindres. 
Exemple : venlafaxine 
 

Les antidépresseurs multimodaux : combinent 
plusieurs modes d’action distincts en associant 
le blocage du transporteur et la modulation de 
différents sous-types de récepteurs 
sérotoninergiques. 
Exemple : vortioxétine, vilazodone 

Invasifs 

Stimulation du nerf vague : consiste à stimuler 
par intermittence le nerf vague dont les 
efférences dans le noyau du tractus solitaire 
permettent l’activation du système limbique. 
 

La capsulotomie : consiste à léser les fibres 
connectant le CPF au thalamus, à l’hippocampe 
et à l’amygdale. 
 

Stimulation cérébrale profonde : consiste à 
stimuler le cerveau via un stimulateur cérébral 
implanté sous la peau près de l’épaule et 
connecté à des électrodes placées dans 

Les anxiolytiques 

Les benzodiazépines : favorisent l’ouverture du 
canal chlore par leur propriété de modulateur 
allostérique positif du site aux benzodiazépines 
du récepteur GABAA. Elles possèdent de 
nombreux effets indésirables d’ordre 
neurologique (amnésie) et psychiatrique 
(confusion, agitation) et une 
pharmacodépendance, notamment en cas 
d’utilisation prolongée. 
Exemple : alprazolam, bromazépam, diazépam 
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différentes régions. 

6. La physiopathologie des troubles anxieux 

Le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques repose avant tout sur une 

meilleure compréhension des structures et circuits neuronaux impliqués dans la 

physiopathologie des troubles anxieux. L’hétérogénéité phénotypique des troubles anxieux 

s’explique probablement par l’hétérogénéité de la littérature sur la mécanistique neuronale 

de l’anxiété. À ce jour, plusieurs hypothèses physiopathologiques ont été proposées pour 

expliquer les causes sous-jacentes des troubles anxieux [neuro-anatomie, monoamines, 

neuroplasticité (Hill et al., 2015), neuroendocrinologie (Jacobson, 2014), immunité et 

inflammation (Salim et al., 2012)]. La partie qui suit en exposera deux en particulier ; 

l’hypothèse neuro-anatomique et l’hypothèse monoaminergique, dont la compréhension est 

davantage en accord avec la thématique de ce travail. De nombreuses régions comme 

l’amygdale, le cortex ou encore l’hippocampe sont des régions désormais bien connues pour 

être impliquées dans les troubles anxieux. Mais plus qu’un dysfonctionnement d’une seule ou 

plusieurs régions, il est fort à parier que les troubles anxieux résultent plutôt d’une 

perturbation des réseaux de communication entre ces régions interconnectées, servant 

normalement à détecter et traiter le flux de signaux de danger provenant du monde extérieur, 

comme dignes d’une vigilance accrue. 

 

6.1. L’hypothèse neuro-anatomique 

 Le cortex préfrontal 

6.1.1.1. Structure 

Chez l’Homme et le primate, le cortex préfrontal (CPF) correspond à la partie 

antérieure du cortex du lobe frontal. Différentes terminologies sont utilisées pour décrire 

l’organisation du CPF. Ainsi, il peut être divisé en aires de Broadmann (BA), allant de BA 8 à 14 

et de BA 44 à 47 pour la partie corticale granulaire et en BA 24 et BA 32 pour la partie corticale 
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agranulaire. Il peut aussi être divisé de manière fonctionnelle, en 6 sous-régions ; 1) le cortex 

dorsolatéral (CPFdl), 2) le cortex dorsomédian (CPFdm), 3) le cortex ventromédian (CPFvm), 4) le 

cortex ventrolatéral (CPFvl), 5) le cortex orbitofrontal (COF) et 6) le cortex cingulaire antérieur 

(CCA) (Carlen, 2017) (Figure 6). 

 

Figure 6. Vue de face des divisions fonctionnelles du cortex préfrontal chez l’Homme. 

 
 
Abréviations : ACC : cortex cingulaire antérieur ; dlPFC : cortex préfrontal dorsolatéral ; dmPFC : cortex préfrontal 

dorsomédian ; OFC : cortex orbitofrontal ; vlPFC : cortex préfrontal ventrolatéral ; vmPFC : cortex préfrontal 

ventromédian 

 

D’après (Carlen, 2017) 

 

 

Chez le rongeur, actuellement, il n’existe toujours pas de consensus précis pour décrire 

l’organisation du CPF. Néanmoins, les chercheurs s’accordent pour dire qu’il existe 4 sous-

régions principales : 1) l’aire moteur secondaire (M), 2) l’aire insulaire agranulaire (IA), 

comprenant une partie dorsale (AID) et ventrale (AIV), 3) l’aire orbitale (ORB), comprenant 

une partie latérale (LO) et ventrale (VO) et 4) le cortex préfrontal médian (CPFm), lui-même 

organisé en aire cingulaire antérieure (Cg), en aire prélimbique (PrL), en aire infralimbique (IF) 

et en aire orbitale médiane (MO) (Figure 7). Chacune de ces structures est fonctionnellement 

différente, ce qui leur permet de générer des patterns de comportement distincts. Le CPFm se 
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compose à 80-90% de neurones pyramidaux excitateurs et à 10-20% d’interneurones 

inhibiteurs. 

Figure 7. Structure du cortex préfrontal chez le rongeur. 

 
 
Abréviations : AID/AIV : aire insulaire agranulaire ; Cg1 : aire cingulaire antérieure ; IL : aire infralimbique ; 

LO/MO/VO : aires orbitales ; M1/M2 : aire moteur secondaire ; mPFC : cortex préfrontal médian ; PrL : aire 

prélimbique. 

 
Adapté de (Paxinos, 2007) 

 

 

6.1.1.2. Les études chez l’Homme 

Parce que de plus en plus d’études de neuro-imagerie rapportent une perturbation 

anatomo-fonctionnelle du CPF en lien avec les symptômes des troubles anxieux, il est 

primordial de comprendre le rôle exact de cette structure dans ces pathologies. Chez des 

volontaires sains, Chua et collaborateurs ont suggéré une association entre la peur 

conditionnée anticipée induite par l’attente de recevoir des chocs électriques et une 

Coordonnées : 
• Bregma : +1,98 mm 

• Interaural : 5,78 mm 
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augmentation de l’activité du CCA et du COF (Chua et al., 1999). De même, une méta-analyse 

a mis en évidence une activation systématique de la partie rostrale du CPFdm lors d’une peur 

conditionnée anticipée, alors que la partie postérieure du CPFdm et du CCA seraient beaucoup 

plus sollicités lors d’une peur conditionnée non anticipée (Mechias et al., 2010). Les données 

d’imagerie cérébrale de Straube et collaborateurs chez la femme, sans antécédent 

psychiatrique, apportent des arguments supplémentaires en faveur d’une modification de 

l’activité du CPF en fonction du niveau d’anxiété ressentie. Ainsi, ils confirment que lorsque la 

peur anticipée de recevoir un choc électrique est intense, l’activité du CPFdm est positivement 

corrélée avec le niveau d’anxiété ressentie alors que celle du CCA l’est négativement. 

Toutefois, lorsque la peur de recevoir ce choc est modérée, la corrélation entre l’activation du 

CCA et le niveau d’anxiété éprouvée devient positive (Straube et al., 2009). 

 

Il est donc normal de retrouver une hyperactivation du CCA et du COF chez des patients 

souffrant de TP et n’ayant reçu aucune médication, en condition de peur anticipée (Boshuisen 

et al., 2002) ou lorsqu’il leur était demandé de se remémorer des situations personnelles plus 

ou moins anxieuses (Bystritsky et al., 2001). Une étude d’imagerie par résonnance magnétique 

fonctionnelle (IRMf) a également permis de montrer qu’après présentation de mots évoquant 

la peur, les patients souffrant de TP exhibent une activité accrue du CCA et du CPFm (Maddock 

et al., 2003) (Tableau 8).  

 

Contrairement aux autres troubles anxieux, peu de données d’imagerie cérébrale sont 

disponibles pour les patients souffrant de TAG. Néanmoins, les quelques études qui s’y sont 

intéressées ont mis en évidence plusieurs anomalies dans le CPF de ces patients. Chez les 

adolescents souffrant de TAG, des études d’IRMf rapportent une activation plus importante 

du CPFv et du CCA en réponse à des expressions faciales de peur comparativement aux sujets 

sains (Monk et al., 2006; McClure et al., 2007). Chez l’adulte avec un TAG, on observe une 

augmentation de l’activation du CCA dorsal en réponse à des stimuli verbaux amenant à 

ressentir une anxiété (je vais perdre mon travail) par opposition à des stimuli verbaux neutres 

(aujourd’hui est un bon jour) (Hoehn-Saric et al., 2004). En outre, cette hyperactivité est 

significativement diminuée après un traitement de 7 jours par un antidépresseur, le 

citalopram (Hoehn-Saric et al., 2004). Une étude d’IRMf conduite chez 27 patients atteints de 
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TAG, avec un score moyen de 67,37 dans le questionnaire sur les inquiétudes de Penn State 

(PSWQ), a mis en évidence une diminution de l’activité du CPFvm en réponse à des signaux 

faisant référence à un sentiment de sécurité versus des signaux de peur, comparativement 

aux sujets sains (Via et al., 2018). Les patients avec un TAG présenteraient donc un défaut 

dans le traitement des signaux de sécurité assuré par le CPFvm, qui de manière intéressante 

est négativement corrélé avec la sévérité des inquiétudes prédite par un score de PSWQ plus 

élevé (Via et al., 2018). Enfin, la spectroscopie par résonance magnétique du proton (1H-MRS), 

basée sur la mesure de différents métabolites présents naturellement dans le cerveau, 

indique une augmentation de la viabilité neuronale dans le CPFdl (Mathew et al., 2004), ce qui 

est pertinent avec l’hypermétabolisme glucidique retrouvé dans le CPF de ces patients et 

mesuré grâce à la tomographie par émission de positons (TEP) (Wu et al., 1991) (Tableau 8).  

 

Une méta-analyse regroupant 32 études d’imagerie cérébrale adressées aux patients 

souffrant de TAS, associées à l’utilisation de stimuli spécifiques de type expressions faciales 

ou verbales ou une mise en situation sociale angoissante a permis de mettre en évidence de 

nombreux dysfonctionnements fonctionnels dans le CPF (Bruhl et al., 2014). Ainsi, une 

majorité des études basées sur ces stimuli décrivent une plus grande activation de toutes les 

régions du CPF, excepté pour le CPFdl où les résultats sont plus mitigés, avec un rapport 

d’activation/inhibition de de 5 pour 4 études (Tableau 8).  

 

Enfin, dans la phobie spécifique, les résultats concernant l’état d’activation du CPF sont 

très contradictoires selon la région concernée. Dans la littérature, on retrouve aussi bien une 

augmentation de l’activation du CCA, suite à la présentation de mots spécifiques relatifs à la 

phobie animale (Straube et al., 2007; Britton et al., 2009), qu’une diminution de l’activation 

du COF chez les patients arachnophobes suite à la présentation de photo d’araignées (Schienle 

et al., 2007). Au niveau du CPFm, Hermann et collaborateur ont observé une diminution de 

l’activité de la partie dorsale et de la partie ventrale après exposition à des images en lien avec 

le sang chez des patients souffrant d’hématophobie (Hermann et al., 2007). Cette dernière 

observation est cohérente avec le fait de retrouver une amélioration de l’efficacité du 

traitement par exposition à la réalité virtuelle chez les patients souffrant d’acrophobie après 
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des stimulations magnétiques transcraniennes répétées du CPFm (Herrmann et al., 2017) 

(Tableau 8). 
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Tableau 8. Résumé des dysfonctions fonctionnelles du cortex préfrontal dans les troubles 

anxieux. 

TP TAG TAS Phobie spécifique 
↑ ↑ ↑↓ ↑↓ 

 
Abréviations : ↓ : diminution de l’activité, ↑ : augmentation de l’activité, TAG : trouble anxieux généralisé, TAS : 

trouble d’anxiété sociale, TP : trouble panique. 

 

 

6.1.1.3. Les études chez l’animal 

Les études in vivo n’apportent guère de réponses supplémentaires sur le rôle du CPF 

dans les troubles anxieux puisque, comme chez l’Homme, des résultats contradictoires ont 

été obtenus dans les études visant à étudier le rôle de cette structure dans la réponse anxieuse.  

 

La première preuve d’une implication du cortex dans l’anxiété a été retrouvée en 1984 

chez le rat Sprague-Dawley, chez lequel un stress de manipulation induit une diminution du 

nombre total de sites de liaison de faible affinité pour le GABA radiomarqué, suggérant ainsi 

une plus forte activité des neurones pyramidaux, habituellement contrôlés négativement par 

les interneurones GABA (Biggio et al., 1984). Pour confirmer ou infirmer cette hypothèse, des 

rats génétiquement sélectionnés pour leur forte anxiété ont été utilisés à cet effet. Encore 

une fois, les résultats se sont révélés contradictoires selon la souche de rats utilisée. Bien 

qu’en condition basale aucune différence n’ait été retrouvée au niveau du nombre de cellules 

c-FOS positives du CPFm, un gène d’expression précoce, entre les rats HAB (pour high anxiety-

related behavior) et les rats avec une faible anxiété (LAB, pour low anxiety-related behavior), 

les HAB démontrent toutefois une plus faible activation de la Cg1, mais pas du Prl ni de l’IL en 

conditions de stress de défaite sociale (Kalisch et al., 2004). A l’inverse, on observe une plus 

forte expression de c-Fos dans le CPFdm des rats Fischer F344, comparativement à des rats 

Sprague-Dawley, synonyme d’une activité accrue (Prinssen et al., 2012) (Tableau 9).  
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Pour essayer de comprendre ces différences de résultats, de nombreuses équipes se 

sont intéressées aux conséquences d’une modulation de l’activité du CPFm sur le 

comportement anxieux. Mais une fois encore, toutes ne s’accordent pas sur une seule et 

même conclusion, ce qui pourrait s’expliquer par des différences dans la souche animale 

employée, la région du CPFm modulée, le type de modulation réalisée ou encore les tests de 

comportement utilisés. De nombreuses études montrent qu’une suppression de l’activité du 

CPFm aurait des effets anxiolytiques. Par exemple, chez le rat Wistar mâle, une lésion 

excitotoxique du CPFm à l’aide de l’acide iboténique augmente le temps passé et le nombre 

d’entrées dans les bras ouverts (BO) de l’EPM et augmente le temps passé et le nombre 

d’entrées dans le centre de l’OF (Lacroix et al., 1998; Lacroix et al., 2000), alors qu’une lésion 

du CPFl n’a aucun effet sur ces paramètres. Une transsection du CPFm augmente également 

ces paramètres dans l’EPM, et en plus, potentialise les effets anxiolytiques du diazépam  

(1 mg/kg) administré en intrapéritonéal avant une seconde exposition dans l’EPM (Gonzalez 

et al., 2000). Une inactivation temporaire du CPFvm par une injection de lidocaïne 2% ou de 

CoCl2 1mM, 10 minutes avant le test, augmente le nombre de punitions dans le VCT. Enfin, 

une lésion électrolytique du PrL (Maaswinkel et al., 1996) ou une inactivation de cette région 

par du CoCL2, 1 minute avant le test (Stern et al., 2010), augmente le temps passé dans les BO 

de l’EPM sans affecter le temps d’enfouissement de la sonde dans le test d’enfouissement 

défensif ou shock probe burrying (Maaswinkel et al., 1996). Chez le rats SD mâle, une lésion 

excitotoxique du CPFm se traduit par une augmentation du temps passé et du nombre 

d’entrées dans les BO de l’EPM et une diminution du temps d’enfouissement de la sonde dans 

le test d’enfouissement défensif (Shah & Treit, 2003). Une inactivation pharmacologique du 

CPFm par des injections intracorticales de midazolam (5 µg/côté), une BZD (Shah & Treit, 2004) 

ou de muscimol (4 nmol) (Shah et al., 2004), un agoniste du récepteur GABAA, augmente le 

temps passé dans les BO de l’EPM. Chez le rat Long-Evans mâle, une lésion excitotoxique de 

l’IL droit augmente le temps passé dans les BO de l’EPM, alors qu’une même lésion mais dans 

l’IL gauche n’a aucun effet sur ce paramètre (Sullivan & Gratton, 2002). Chez le rat Fischer 

F344 mâle, une lésion du CPFdm, incluant les Cg1 et Cg2, avec de l’acide iboténique (10 µg/µl), 

10 jours avant le test, augmente le temps d’interaction sociale dans le test d’interaction 

sociale (SIT) (Prinssen et al., 2012). Pour finir, chez la souris C57BL/6J femelle adulte, une 

lésion cytotoxique du CPFm augmente le temps passé et le nombre d’entrées dans les BO de 
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l’EPM et dans les couloirs successifs du successive alleys test, sans affecter les paramètres 

mesurés dans trois tests différents d’hyponéophagie (Deacon et al., 2003) (Tableau 9).  

 

D’autres études laissent supposer qu’une suppression de l’activité du CPFm 

provoquerait des effets anxiogènes. De nouveau, chez le rat Wistar mâle adulte, une 

inactivation transitoire du CPFm par une injection de muscimol (0,1 nmol) et de baclofène (1,0 

nmol) réduit le temps passé dans les BO de l’EPM (de Visser et al., 2011). De même, une 

injection intracorticale de 8-OH-DPAT (5, 10 et 50 ng), un agoniste du récepteur 5-HT1A, 

localisé sur les neurones pyramidaux du CPFm, a pour effet de diminuer le temps passé et le 

nombre d’entrées dans les BO de l’EPM (Solati et al., 2011). A l’inverse, une administration 

intracorticale d’un antagoniste du récepteur 5-HT1A (NAN-190, 0,25, 0,5 et 1 µg) augmente ces 

deux paramètres (Solati et al., 2011). Une inactivation du CPFvm par du CoCl2 (1 mM) diminue 

le nombre d’entrées, sans affecter le temps passé, dans les BO de l’EPM et diminue le temps 

passé dans le compartiment lumineux du LDT (Lisboa et al., 2010). Enfin, une lésion du PrL ou 

de l’IL diminue le temps passé dans les BO de l’EPM et dans le centre de l’OF, en prenant note 

toutefois que la distance ambulatoire est également diminuée (Jinks & McGregor, 1997). Chez 

le rat Sprague-Dawley mâle, une inactivation bilatérale du CPFvm par une injection 

intracorticale de muscimol (500 ng/côté) diminue le temps d’interaction sociale chez les 

animaux ayant reçu un choc électrique inévitable au niveau de la queue, alors qu’à l’inverse, 

une activation du CPFvm par la picrotoxine (100 ng/côté) prévient la diminution du temps 

d’interaction induit par le choc électrique (Christianson et al., 2009). Bien qu’une inactivation 

de l’IL par injection de lidocaïne 2% n’entraîne aucun effet sur le freezing, un comportement 

d’immobilité protecteur retrouvé typiquement chez le rongeur, conditionné par la 

triméthylthiazoline (TMT), un composant des fèces de renard, une inactivation du PrL, quant 

à elle, diminue ce comportement typique au contact du prédateur (Fitzpatrick et al., 2011) 

(Tableau 9). 
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Beaucoup d’études se sont donc intéressées aux effets d’une modulation négative de 

l’activité du CPFm, mais peu ont investigué les effets d’une stimulation de cette région. Chez 

le rat Sprague-Dawley mâle adulte, des stimulations électriques délivrées dans l’IL 

augmentent le temps passé et le nombre d’entrées dans les BO de l’EPM comparativement 

aux stimulations dans le PrL (Shimizu et al., 2018). Chez la souris C57BL/6J mâle adulte, une 

activation par optogénétique des neurones pyramidaux du CPFm n’a d’effet ni dans le SIT, ni 

dans l’EPM (Covington et al., 2010). Cependant cette stimulation lumineuse augmente le 

temps d’interaction sociale chez les animaux ayant subi un stress chronique de défaite sociale 

(Covington et al., 2010). Il en est de même pour la stimulation chronique des cellules 

pyramidales de la couche V du CPFm qui n’a aucune conséquence dans l’EPM chez les souris 

non stressées, alors qu’elle entraîne une augmentation du temps passé dans les BO de l’EPM 

chez les souris socialement défaites (Kumar et al., 2013). De manière intéressante, cette 

stimulation induit une activité anxiolytique à long-terme puisque ces effets sont toujours 

présents 10 à 14 jours après la dernière session de stimulation (Kumar et al., 2013) (Tableau 

9). 

 

En conclusion, les résultats contradictoires des lésions, des inactivations 

pharmacologiques ou des stimulations du CPF s’expliquent probablement par une différence 

de connectivité de chaque région, nécessitant le recrutement d’autres structures impliquées 

dans la régulation de la peur et de l’anxiété. C’est pourquoi, il est désormais plus pertinent 

d’étudier non plus une région, mais un ensemble de régions interconnectées.  
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Tableau 9. Effets biologiques et comportementaux d’une modulation de l’activité du cortex préfrontal chez l’animal. 

Espèces Sexe/âge Modèle Traitement Stress Résultats Références 

rats SD  ♂ 
  Manipulation 

avant sacrifice 
Site de liaison dans cortex cérébral : ↓ 

(Biggio et al., 1984)  diazépam Site de liaison dans cortex cérébral  : ↑ 

rats ♂ HAB (vs LAB) 

diazépam/i.v./0.2-1 
mg/kg  Site de liaison dans Cg1, PrL, IL : Ø  

IRMph : ↓ diminution signal BOLD dans CPFdm (Kalisch et al., 2004) 
 IRMph, EPM, 

défaite sociale 
ROXY : ↓ activation CPFdm 

Fos-IR : ↓dans Cg1, Ø in PrL/IL 

rats F344  ♂ HAB (vs LAB)   Perfusion CPFdm/CPFvm : ↑ 
c-FOS in CPFdm : ↑ (Prinssen et al., 2012) 

rats Wistar ♂ 
3 mois 

lésion excitotoxique CPFl  - OF : Ø 
EPM : Ø (Lacroix et al., 2000) 

rats Wistar ♂ 
3 mois 

lésion excitotoxique CPFm  - OF : ↑ temps/entrées centre 
EPM : ↑ temps/entrées BO 

(Lacroix et al., 1998; 
Lacroix et al., 2000) 

souris 
C57BL/6J 

♀ 
14-20 sem 

lésion cytotoxique CPFm  - 

Black/White alley : Ø 
EPM : ↑ temps/entrées BO 
Successive alleys : ↑ temps/entrées couloirs successifs 
Hyponéophagie : Ø 

(Deacon et al., 2003) 

rats Wistar ♂ transection CPFm  - EPM (1ère exposition) : ↑ temps/entrées BO 
EPM (2nde exposition) : Ø (Gonzalez et al., 2000) 

diazépam/i.p./1 mg/kg - EPM (2nde exposition) : ↑ temps BO 

rats SD ♂ lésion excitotoxique CPFm  - EPM : ↑ temps/entrées BO 
Shock probe burying : ↓ temps enfouissement (Shah & Treit, 2003) 

rats SD ♂ inactivation pharmaco CPFm  
midazolam - EPM : ↑ temps BO 

Shock probe burying : Ø 
(Shah et al., 2004; Shah & 

Treit, 2004) muscimol - 

rats Wistar ♂ 
12-13 sem 

inactivation pharmaco CPFm muscimol + baclofene - EPM : ↓ temps BO (de Visser et al., 2011) 

rats Wistar ♂ 
activation pharmaco CPFm NAN-190/0,25-0,5-1 µg - EPM : ↑ temps/entrées BO 

(Solati et al., 2011) inactivation pharmaco CPFm 8-OH-DPAT/ 5-10-50 ng - EPM : ↓ temps/entrées BO 

souris 
C57BL/6J 

♂ 
9-10 sem 

activation optogénétique CPFm 
(vs mCherry) 

 CSDS (10 j) SIT : ↑ interaction sociale  
(Covington et al., 2010)  - SIT : Ø 

EPM : Ø 

rats SD ♂ 
60-70 j 

activation pharmaco CPFvm 
picrotoxine 
100 ng/côté 

- SIT : Ø 

(Christianson et al., 2009) chocs queue SIT : ↓ comportement anxieux induit par le stress  
inactivation pharmaco CPFvm 

(vs veh) 
muscimol 

500 ng/côté 
- SIT : Ø 

chocs queue SIT : ↓ social exploration 
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Tableau 9. Effets biologiques et comportementaux d’une modulation de l’activité du cortex préfrontal chez l’animal (suite). 

Espèces Sexe/âge Modèle Traitement Stress Résultats Références 

rats Wistar  ♂ inactivation pharmaco CPFvm CoCl2 - EPM : ↓ entrées BO 
LDT : ↓ temps compartiment lumineux (Lisboa et al., 2010) 

rats Wistar ♂ inactivation pharmaco CPFvm lidocaine (2%) 
CoCl2 (1 mM) - VCT : ↑ nombre coups de langue punis  

rats SD ♂ 
inactivation pharmaco IL 

lidocaine HCL 
- Freezing induit par TMT : Ø 

OF : Ø (Fitzpatrick et al., 2011) 
inactivation pharmaco PrL  - Freezing induit par TMT : ↑  

OF : Ø 

rats Wistar  ♂ 
lésion IL   - OF : ↓ temps centre, ↓ distance ambulatoire 

EPM : ↓ temps BO 
(Jinks & McGregor, 1997) 

lésion PrL   - OF : ↓ temps centre 
EPM : ↓ temps BO 

rats SD ♂ 
adulte 

stimulation électrique IL   EPM : ↑ temps BO 
(Shimizu et al., 2018) Stimulation électrique PrL   EPM : Ø 

rats Wistar  ♂ lésion électrolytique PrL   - EPM : ↑ temps BO 
Shock probe burying : Ø (Maaswinkel et al., 1996) 

Rats 
Wistar 

♂ 
14-16 
sem 

inactivation pharmaco PrL CoCl2/1 min avant test - EPM : ↑ temps BO (Stern et al., 2010) 

souris 
C57BL/6J 

♂ 
4-8 mois 

activation optogénétique PrL 
(Thy1-Chr2 vs WT) 

 - EPM : Ø 

(Kumar et al., 2013) 
 CSDS (15 j) EPM : ↑ temps BO 

rats Long 
Evans  

♂ 
3 mois 

lésion excitotoxique IL doit  - EPM : ↑ temps BO 
lésion excitotoxique IL gauche   - EPM : Ø 

F344 rats ♂ lésions CPFdm (Cg1 and Cg2)  acide ibotenique/10 μg/μl - SIT : ↑ temps compartiment social, ↓ temps 
compartiment non-social (Prinssen et al., 2012) 

 
Abréviations : ↑ : augmentation ; ↓ : diminution : Ø : pas d’effet, Cg : cortex cingulaire ; BO : bras ouvert ; CPFm, dm, vm, l : cortex préfrontal médian/dorsomédian/ventromédian/latéral ; 
CSDS : stress chronique de défaite sociale ; EPM : elevated plus maze ; HAB : comportement anxieux élevé ; IL : cortex infralimbique ; i.p. : intrapéritonéal ; IRMph : imagerie par résonnance 
magnétique pharmacologique iv : intraveineux ; LAB : comportement anxieux bas ; LDT : light/dark test ; OF : open field ; PrL : cortex infralimbique ; SD : sprague-Dawley ; sem : semaine ; 
SIT : social interaction test ; TMT : triméthylthiazoline ; VCT : Vogel conflict test ; veh : vehicule ; WT : wild type. 
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 L’Amygdale  

6.1.2.1. Structure 

A ce jour, l’amygdale est certainement la région cérébrale la mieux documentée sur 

son rôle dans la peur et l’anxiété. L’amygdale, située dans le lobe temporal médial du cerveau, 

se compose du noyau basolatéral (BLA), lui-même constitué par les noyaux latéral (LA), basal 

(BA) et baso-médian (BMA) et du noyau central (CeA), lui-même constitué par les noyaux 

latéral (CeL) et médian (CeM) (Janak & Tye, 2015) (Figure 8). Chaque noyau possède des 

connexions anatomiques distinctes avec d’autres régions du cerveau remplissant différentes 

fonctions. La BLA est majoritairement constituée de neurones glutamatergiques excitateurs 

mais possèdent également des interneurones GABAergiques inhibiteurs, alors que les 

neurones de la CeA sont principalement GABAergiques (Janak & Tye, 2015).  

 

L’amygdale joue un rôle fondamental dans l’intégration des données 

comportementales, végétatives et endocrines face à des peurs innées ou acquises. En 

intégrant ces informations sensorielles, envoyées par le cortex et le thalamus, l’amygdale est 

alors capable d’initier et de maintenir une réponse comportementale appropriée, physique et 

physiologique, liée à la peur et à l’anxiété. Elle est aussi impliquée dans la formation et la 

récupération des souvenirs émotionnels liés à la peur. 
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Figure 8. Structure de l’amygdale chez le rongeur. 

 
 

Abréviations : BA/LA : parties basale et latérale du noyau basolatéral ; BLA : noyau basolatéral de l’amygdale ; 
CeA : noyau central de l’amygdale ; CeL/CeM : parties médiane et latérale du noyau central. 
 

Adapté de (Paxinos, 2007) 

 

 

6.1.2.2. Les études chez l’Homme 

De nombreuses études d’imagerie cérébrale ont montré qu’une exposition à des 

stimuli évoquant la peur, comme des visages exprimant des émotions ou des sons non-

verbaux liés à une situation de peur, était associée à une activation de l’amygdale chez des 

sujets sains, sans antécédent psychiatrique (Phillips et al., 1998; Whalen et al., 2001; Morris 

et al., 2002; Fonzo et al., 2015). Qu’en est-il chez des patients anxieux, souffrant donc de peur 

excessive ? 

BA

LA
CeL CeMCeA

BLA

Coordonnées : 
• Bregma : -1,70 mm 
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Dans le TP et le TAG, les résultats relatifs à l’activité de l’amygdale sont pour le moins 

contradictoires (Tableau 10). Ainsi, chez des patients souffrant de TP, une hyper-activation de 

l’amygdale, se traduisant par une augmentation du signal BOLD (de l’anglais blood oxygen 

level dependent) mesurée par IRMf, a été rapportée en réponse à des mots liés à la panique 

(i.e. crise cardiaque, foule, évanouissement) (van den Heuvel et al., 2005). Comparativement 

aux sujets sains, les patients atteints de TAG montrent également une activité accrue de 

l’amygdale lors d’une exposition à une épreuve d’anxiété anticipée non prévisible, relative à 

un stimulus sonore suggérant la peur (Buff et al., 2017). De même, ces patients montrent une 

réponse exagérée de l’amygdale lorsqu’il leur est demandé de discriminer des visages craintifs 

versus des visages neutres ou heureux par rapport au groupe contrôle (Fonzo et al., 2015; 

Fitzgerald et al., 2017; Neumeister et al., 2018). En revanche, deux études de IRMf ont révélé 

une diminution de l’activité de l’amygdale chez les patients souffrant de TP par rapport aux 

sujets contrôle, face à des visages exprimant une crainte ou face à une anxiété anticipée 

(Boshuisen et al., 2002; Pillay et al., 2006). De la même manière, l’étude de Blair n’a pas réussi 

à mettre en évidence une hyperactivité de l’amygdale dans le TAG et suggère même une 

réactivité anormalement réduite en réponse à des expressions faciales de crainte (Blair et al., 

2008). 

 

Dans le TAS et la phobie spécifique, une méta-analyse des données de la littérature de 

2000 à 2007, utilisant l’IRMf et la TEP, a suggéré une hyperactivité constante de l’amygdale 

(Etkin & Wager, 2007). Une seconde méta-analyse basée sur des études d’imagerie de 2007 à 

2014 a confirmé ce dysfonctionnement (Bruhl et al., 2014) (Tableau 10).  

 

Tableau 10. Résumé des dysfonctions de l’amygdale dans les troubles anxieux. 

TP TAG TAS Phobie spécifique 

↑↓ ↑↓ ↑ ↑ 
 
Abréviations : ↓ : diminution de l’activité, ↑ : augmentation de l’activité, TAG : trouble anxieux généralisé, TAS : 
trouble d’anxiété sociale, TP : trouble panique.
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6.1.2.3. Les études chez l’animal 

Chez l’animal, et plus précisément chez les singes et les rongeurs, des travaux 

mécanistiques utilisant divers outils (lésions locales, traitements pharmacologiques, 

optogénétique) ont confirmé les études menées chez l’homme en démontrant que l’amygdale 

contribue à la détection des menaces et à l’initiation et au maintien d’un phénotype anxieux. 

En premier lieu, il a été montré que l’exposition à un nouvel environnement anxiogène, 

comme l’OF, en conditions de forte ou faible luminosité, augmente l’expression de c-FOS dans 

certaines subdivisions de l’amygdale et notamment dans la BLA (Hale et al., 2006). Puisque 

chez l’animal, l’amygdale semble être également hyperactive dans les situations anxiogènes, 

il y a fort à penser qu’une lésion de l’amygdale pourrait rétablir un phénotype normal. 

Cependant, peu d’études rapportent cela. Chez le rongeur naïf, dans le VCT ou encore dans le 

fear-potentiated startle response, il semblerait qu’une lésion excitotoxique bilatérale de la BLA 

ou de la CeA induise respectivement une augmentation du nombre de punitions (Moller et al., 

1997; Tripathi et al., 2019) et une diminution de l’amplitude du sursaut (Ventura-Silva et al., 

2013), indicatif d’un effet anxiolytique. De même, chez le macaque rhésus, la lésion bilatérale 

de la CeA diminue le freezing des animaux lors de l’introduction d’un intrus ou d’un prédateur 

(Kalin et al., 2004). Mais plus intéressant encore, chez le rat mâle adulte stressé par un stress 

chronique de contention ou par un stress chronique léger et imprédictible, une lésion 

bilatérale de la BLA ou de la CeA par lésions excitotoxiques ou électriques, corrige et prévient 

le phénotype anxieux induit par le stress dans l’EPM (Moller et al., 1997; Jang et al., 2011; 

Ventura-Silva et al., 2013), l’OF (Ranjbar et al., 2017) et le VCT (Tripathi et al., 2019). Enfin, 

une seule étude contredit ces résultats puisqu’elle rapporte qu’une lésion bilatérale 

excitotoxique de la BLA chez le rat diminue le temps passé et le nombre d’entrées dans les 

bras ouverts de l’EPM, suggérant un effet anxiogène de la lésion (Izumi et al., 2012). En 

conclusion, l’intégrité de l’amygdale est requise pour prévenir les comportements anxieux 

induits par un stress chronique mais ne semble pas être directement responsable des 

altérations du comportement en situation anxiogène, du moins chez l’animal.  
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Les traitements pharmacologiques apportent également des informations sur le rôle 

de l’amygdale dans l’anxiété. En effet, chez le rat Wistar, une injection bilatérale de 8-OH-

DPAT, dans la BLA augmente le nombre de coups de langue dans le VCT et le temps passé dans 

le compartiment lumineux dans le LDT, représentatif d’un effet anxiolytique (Strauss et al., 

2013). L’inactivation de l’amygdale par une administration locale et bilatérale de midazolam 

ou de flurazépam, deux BZD, augmente respectivement le temps passé dans le compartiment 

lumineux et le nombre de transitions entre les deux compartiments dans le LDT (Strauss et al., 

2013), ainsi que le temps d’interaction sociale dans le SIT (Higgins et al., 1991), évoquant un 

effet anxiolytique de ces molécules. De la même manière chez le rat Wistar, une injection de 

muscimol dans la BLA a pour conséquence d’augmenter le temps passé dans le compartiment 

lumineux du LDT (Bueno et al., 2005) et le temps passé ainsi que le nombre d’entrées dans les 

BO de l’EPM (Hajizadeh Moghaddam et al., 2008). A l’inverse, une injection de muscimol dans 

la CeL diminue le temps passé et le nombre d’entrées dans les BO de l’EPM chez le rat 

(Zarrindast et al., 2008) et augmente le freezing non conditionné chez la souris C57BL6/J 

(Ciocchi et al., 2010), alors que la bicucculine, un antagoniste compétitif du récepteur GABAA, 

injectée dans la CeA produit l’effet opposé (Zarrindast et al., 2008). 

 

L’optogénétique a permis une approche plus sélective pour établir les relations de 

causalité entre l’activité neuronale et les comportements anxieux chez l’animal, grâce à la 

dissection d’un réseau neuronal précis. De ce fait, nous savons désormais, que chez la souris, 

la stimulation sélective des corps cellulaires des neurones pyramidaux de la BLA diminue le 

temps passé dans les BO de l’EPM, reflet d’un phénotype anxieux, sans affecter les paramètres 

de l’OF (Tye et al., 2011). Cependant, l’activation des projections glutamatergiques de la BLA 

dans la CeL produit l’effet inverse, en augmentant le temps dans les BO de l’EPM et le centre 

de l’OF (Tye et al., 2011). Il est donc normal de constater que l’inhibition de ces projections 

induit un effet anxiogène dans l’EPM et dans l’OF (Tye et al., 2011). Au niveau de la CeL, 

l’activation des neurones PKC- ! + (OFF), rendus photosensibles grâce à l’injection d’un 

adénovirus Cre-dépendant, induit un effet anxiolytique dans trois tests différents ; l’EPM, l’OF 

et le LDT (Cai et al., 2014). Toutefois, ces résultats ont été contestés par Botta et 

collaborateurs (Botta et al., 2015). En effet, ces derniers ont montré qu’une activation des 

neurones PKC-"+ chez des souris C57BL6/J, diminue le temps passé dans les BO de l’EPM et 
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dans le centre de l’OF, alors que l’inhibition produit l’effet inverse (Botta et al., 2015). 

Cependant, il est probable que ces effets soient la conséquence d’une diminution de l’activité 

locomotrice. Enfin, l’activation des neurones de la CeM, sous contrôle inhibiteur tonique des 

neurones de la CeL, engendre un freezing non conditionné chez la souris C57BL6/J, suggérant 

un effet anxiogène (Ciocchi et al., 2010).  

 

En conclusion, les différents types de neurones (pyramidaux excitateurs ou 

interneurones inhibiteurs), en fonction de leur expression des récepteurs et de leurs 

projections associées, peuvent jouer sur la réponse anxieuse de manière opposée, dépendant 

de la sous-région de l’amygdale où ils sont exprimés. 

 

 L’Hippocampe ventral 

6.1.3.1. Structure 

L’hippocampe est une structure sous-corticale enroulée sur elle-même, occupant la 

face médiane du lobe temporale. Il est bien connu pour être composé de 2 sous-régions, le 

gyrus denté (GD) et la corne d’Ammon, elle-même subdivisée en 3 parties (CA3, CA2 et CA1) 

(Figure 9). L’hippocampe contient 4 couches cellulaires : l’alveus, dont les axones des cellules 

pyramidales sont dirigés vers le subiculum, le stratum oriens (4) contenant les cellules en 

corbeille, le stratum pyramidale (1), formé par les corps cellulaires des cellules pyramidales 

glutamatergiques, le stratum radiatum (2) et le stratum lacunosum moleculare (3). Trois 

couches de cellules composent également le GD ; la couche granulaire, la couche moléculaire 

et la couche polymorphique. Le GD et la corne d’Ammon communiquent entre elles grâce aux 

projections axonales, appelées fibres moussues, des cellules granulaires du GD qui se 

projettent sur le stratum radiatum de la CA3. L’hippocampe communique ensuite avec les 

différentes régions cérébrales via les neurones pyramidaux de la CA1, qui constituent la 

principale voie de sortie de l’hippocampe (Toni & Schinder, 2015). 
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Figure 9. Structure de l’hippocampe ventral chez le rongeur. 

 
 

Abréviations : 1 : stratum pyramidale ; 2 : stratum radium ; 3 : lacunosum moleculare ; 4 : stratum oriens ; 
CA1/CA2/CA3 : cornes d’Ammon; GD: gyrus denté. 
 

Adapté de (Paxinos, 2007) 

 

 

6.1.3.2. Les études chez l’Homme 

Depuis les 10 dernières années, il a été mis en évidence que la partie dorsale de 

l’hippocampe (HPCd) est impliquée dans les processus cognitifs, alors que la partie ventrale 

(HPCv) joue plutôt un rôle dans la régulation de l’humeur. Selon une revue de la littérature sur 

la dissociation régionale de l’hippocampe, ceci pourrait s’expliquer par une différence de 

connectivité anatomique entre les deux sous-régions (Bannerman et al., 2004). Alors que 

l’HPCd envoie des projections vers le subiculum ou le CCA, l’HPCv émet plutôt des efférences 

vers le CPFm, l’amygdale et le noyau du lit de la strie terminale (BNST), des régions associées 

à l’axe hypothalomo-hypophysaire-surrénalien et impliquées dans les troubles anxieux. Ce 
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constat vient surtout des travaux menés chez l’animal, car peu d’études d’imagerie sont à ce 

jour disponibles concernant l’état d’activation de l’hippocampe dans les différents troubles 

anxieux. Toutefois, on retrouve une augmentation du signal BOLD dans l’hippocampe, reflet 

d’une activation accrue, chez les patients souffrant de TP avec ou sans agoraphobie après 

visualisation de situations où le sujet a l’impression d’un péril imminent (foules, lieux étroits, 

transports en commun) (Engel et al., 2016) ou lors d’un souvenir d’une situation angoissante 

(Bystritsky et al., 2001). Ces observations ont été infirmées par une étude de 1H-MRS, où la 

viabilité neuronale de l’hippocampe des patients avec un TP est plus faible que chez les 

volontaires sains, suggérant une diminution de l’activité de cette structure (Trzesniak et al., 

2010). Ces travaux ne sont pas les seuls à suggérer une hyperactivation de l’hippocampe dans 

cette pathologie puisque que la TEP a montré une élévation du métabolisme glucidique dans 

l’hippocampe de patientes sujettes à un TP (Bisaga et al., 1998). On retrouve également une 

diminution de l’activité hippocampique chez les patients souffrant de TAS, en corrélation avec 

l’anxiété déclenchée par une tâche arithmétique mentale dans laquelle le patient doit donner 

le résultat d’une opération mathématique sous la pression de l’investigateur (Kilts et al., 2006). 

Pour finir, l’exposition des patients arachnophobes à des images, en rapport avec des 

araignées, suscite une augmentation de l’activité de l’hippocampe, comparativement aux 

sujets sains (Michalowski et al., 2017). 

 

6.1.3.3. Les études chez l’animal 

Un certain nombre d’expériences menées chez l’animal a montré que l’hippocampe 

joue un rôle essentiel dans la régulation des émotions et dans la réponse au traitement 

antidépresseur.  

 

D’une part, l’hippocampe intervient dans la neurogenèse adulte, un processus de 

division des cellules souches neurales présentes dans la zone sous-granulaire du GD, qui se 

différencient en progéniteurs neuronaux aboutissant à la production de 700 jeunes neurones 

par jour chez l’Homme et 8 000 à 10 000 chez le rongeur, et ce tout au long de la vie (Toni & 

Schinder, 2015). En utilisant un modèle de souris transgénique iBax, il a été montré que la 
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délétion génétique du gène pro-apoptotique Bax, permettant d’augmenter sélectivement la 

production hippocampique de nouveaux jeunes neurones, n’affecte pas la réponse anxieuse 

des animaux naïfs dans l’OF et dans l’EPM (Hill et al., 2015). En revanche, l’ablation de la 

neurogenèse hippocampique adulte, que ce soit dans un modèle murin génétiquement 

modifié ou suite à l’irradiation du GD par des rayons X, est suffisante pour prévenir les effets 

comportementaux délétères d’une administration chronique de corticostérone (David et al., 

2009; Hill et al., 2015). De plus, la neurogenèse hippocampique adulte est un processus 

nécessaire à la réponse comportementale induite par un traitement chronique aux 

antidépresseurs, puisque cette réponse est partiellement affectée par une irradiation du GD 

(David et al., 2009).  

 

D’autre part, l’hippocampe est directement impliqué dans la régulation des émotions. 

D’abord, parce qu’il participe aux processus cognitifs en lien avec la mémorisation et la peur 

conditionnée, donc apprise. Ensuite, parce qu’il intervient dans la peur non conditionnée, 

donc innée. Dans le cas de la peur apprise, plusieurs études rapportent qu’une lésion de 

l’hippocampe perturbe l’acquisition et/ou l’expression du freezing en réponse à un stimulus 

conditionné associé à un stimulus aversif non conditionné (Bannerman et al., 2004). Dans ce 

type de test, comme le fear conditioning, il est demandé à l’animal d’associer un contexte 

neutre (son, odeur, lumière) à un signal aversif (choc électrique) puis, la réponse de peur 

conditionnée de l’animal, à savoir le freezing, est évaluée. Ainsi, ce type d’approche permet 

d’évaluer l’apprentissage associatif de la peur et de la mémoire et permet donc d’être 

transposé chez l’Homme afin de mieux comprendre les symptômes retrouvés chez les sujets 

souffrants d’ESPT, où l’anxiété ressentie par le patient fait appel à un souvenir d’un 

événement traumatisant vécu dans le passé. Dans le cas de la peur innée, une lésion de l’HPCv 

affecte les paramètres mesurés dans l’EPM, le NSF, le SIT ou le LDT, des tests qui n’incluent 

aucun apprentissage ou conditionnement préalable. Toutes les études s’accordent à dire 

qu’une lésion de l’HPCv produit des effets anxiolytiques. Chez le rat Lister hooded mâle, une 

lésion excitotoxique de l’HPCv, induite par des injections locales multiples de N-methyl-D-

aspartate (NMDA, 10 mg/ml), diminue la latence pour se nourrir dans un test 

d’hyponéophagie, augmente le temps d’interaction sociale dans le SIT, tend à augmenter le 

temps passé dans les BO de l’EPM, diminue la latence pour entrer dans le compartiment 
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lumineux du LDT et augmente le temps passé dans la section 2 du successive alleys test 

(Bannerman et al., 2002; McHugh et al., 2004). Les mêmes conclusions ont pu être faites chez 

le rat Dark Agouti mâle, où la lésion de l’HPCv réduit la latence pour se nourrir dans un test 

d’hyponéophagie et la latence pour rentrer dans le compartiment lumineux du LDT 

(Bannerman et al., 2003). Les rats Long Evans mâles présentant une lésion de l’HPCv, 

provoquée par l’acide iboténique (10 mg/ml), passent également plus de temps et rentrent 

plus fréquemment dans les BO de l’EPM (Kjelstrup et al., 2002). Chez ces animaux, la lésion de 

l’HPCv réduit également le temps de freezing après exposition à une odeur de chat mais n’a 

aucun effet lorsque le prédateur est visuellement présenté aux rats, à travers une vitre en 

plexiglas (Pentkowski et al., 2006). Ceci suggère que l’HPCv, en plus de jouer un rôle dans le 

comportement anxieux, aide à moduler les comportements défensifs non conditionnés liés à 

des stimuli spécifiques menaçants. Cette diminution du comportement défensif face à un 

prédateur, comme un serpent en caoutchouc, est aussi retrouvée chez le singe rhésus 

présentant une lésion excitotoxique de l’hippocampe (Chudasama et al., 2008). 

 

Ces résultats indiquent que certains comportements de type anxieux pourraient être 

régulés par une hyperactivité de l’hippocampe, laissant à penser qu’une inhibition de cette 

structure pourrait être anxiolytique. D’une part, l’inhibition des cellules granulaires du GD 

ventral chez les souris POMC-eNpHR3.0, génétiquement modifiées pour exprimer des 

récepteurs photosensibles dans cette région, n’a aucun effet sur les paramètres mesurés dans 

l’EPM et dans l’OF, ce qui suggère qu’une brève suppression de l’activité du GD n’a aucun 

impact sur le niveau d’anxiété basal (Kheirbek et al., 2013). D’autre part, la stimulation 

lumineuse de ces cellules chez les souris POMC-ChR2, n’induit pas de phénotype anxieux 

comme on aurait pu l’imaginer, mais au contraire augmente le temps passé dans les BO de 

l’EPM et le centre de l’OF (Kheirbek et al., 2013). Les résultats dépendent donc de la zone de 

l’hippocampe étudiée. Malheureusement, aucune expérience n’a à ce jour évalué les effets 

d’une stimulation ou d’une inhibition des neurones des cornes d’Ammon dans l’anxiété innée. 

De plus, il est important de souligner que les études sur les lésions sont difficiles à interpréter 

car il est possible que des mécanismes de récupération post-chirurgie ou des systèmes de 

compensation, tels que le recrutement d’autres structures cérébrales se mettent en place. 
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 Le Noyau du raphé dorsal 

6.1.4.1. Structure 

Ensemble de structures sous-corticales, le noyau du raphé est divisé en parties dorsale 

(NRD) et médiane (NRM). Le NRD est lui-même divisé en plusieurs sous-parties : 1) la partie 

dorsale (DRD), innervant le CPFm, l’amygdale, l’HPCv, le NAc, le BNST, l’habenula latérale et 

l’hypothalamus 2) la partie ventrale (DRV), se projetant sur le noyau caudé, le putamen et les 

cortex visuels et moteurs, 3) la partie latérale (DRL), émettant des projections vers le thalamus 

et l’hypothalamus 4) la partie postérodorsale (PDR) ou caudale se projetant sur l’hippocampe 

et 5) la partie interfasciculaire (DRI) innervant le thalamus, l’HPCd, le cortex entorhinal et le 

cortex frontal (Monti, 2010) (Figure 10). Toutes ces sous-régions se composent 

majoritairement de neurones sérotoninergiques mais contiennent également des neurones 

non sérotoninergiques exprimant entre autres de la dopamine, du GABA et du glutamate. La 

majeure partie de l’innervation sérotoninergique des structures cortico-limbiques provient 

donc du NRD (Hornung, 2003). Enfin, le NRD reçoit préférentiellement des afférences des 

structures du système limbique, comme les projections glutamatergiques de l’habenula 

latérale, de l’hypothalamus, de l’aire tegmentale ventrale ou du cortex PrL (Hornung, 2003). 
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Figure 10. Structure du noyau du raphé dorsal. 

 
 

Abréviations : DRD/DRL/DRV/DRI : parties dorsale, latérale, ventrale et interfasciculaire du noyau du raphé 
dorsal ; NRD : noyau du raphé dorsal ; NRM : noyau du raphé médian ; PDR : partie postérodorsale du noyau du 
raphé dorsal ; PMnR/MnR : parties médiane et paramédiane du noyau du raphé médian 
 

Adapté de (Paxinos, 2007) 

 

 

6.1.4.2. Les études chez l’Homme 

On ne retrouve que peu ou pas d’étude d’imagerie dans la littérature concernant les 

altérations fonctionnelles et structurelles du NRD dans les troubles anxieux. Cependant, une 

étude d’association réalisée chez 213 patients atteints de TP avec ou sans comorbidité 

affective, a échoué à déceler une quelconque association entre les différents polymorphismes 

(rs1386494 A/G ou rs1386483 C/T) du gène codant pour la tryptophane hydroxylase de type 

2 (TpH2), l’une des deux isoformes de l’enzyme limitante de la biosynthèse de la sérotonine 

préférentiellement exprimée dans les tissus neuronaux, et la prédisposition au TP (Maron et 

al., 2007). En outre, il semblerait que le polymorphisme rs1386494 A/G soit moins fréquent 

chez les femmes atteintes de TP sans comorbidité, suggérant ainsi un possible effet sexe-

dépendant de certains variants du gène de la TpH2 dans la susceptibilité au TP. De manière 

Coordonnées : 
• Bregma : -4,48 mm 
• Interaural : -0,68 mm 



 

 

 Introduction  
  

83 

intéressante, le polymorphisme rs1386494 A/G serait également associé à une diminution de 

la synthèse de sérotonine, estimée par TEP et tryptophane radiomarqué, dans le COF gauche 

de patients souffrant d’affections psychiatriques et porteurs de ce polymorphisme (Booij et 

al., 2012).  

 

6.1.4.3. Les études chez l’animal 

Si les preuves de l’implication du NRD dans l’anxiété chez l’Homme sont limitées, de 

plus en plus de données chez l’animal suggèrent que ce noyau module les réactions de stress 

et d’anxiété.  

 

Premièrement, une étude récente utilisant la photométrie chez des souris 

Vgat::GCaMP6s a montré que l’activité neuronale du NRD d’un animal naïf n’est pas la même 

selon le niveau de peur ressentie dans un environnement plus ou moins menaçant. Plus 

précisément, l’activité des neurones sérotoninergiques du NRD diminue à l’initiation du 

mouvement dans des environnements à menace faible ou modérée, comme l’OF, alors que 

les environnements à menace élevée, comme le tail suspension test (TST), inverse cette 

réponse en provoquant un mouvement de fuite (Seo et al., 2019). De plus, si l’activation des 

neurones sérotoninergiques du NRD par optogénétique a tendance à supprimer l’initiation du 

mouvement dans l’OF, une stimulation de ces neurones la facilite dans le TST (Seo et al., 2019), 

suggérant ainsi que les neurones sérotoninergiques du NRD sont capables de modifier leur 

action sur l’initiation du mouvement, passant ainsi d’une suppression à une facilitation du 

mouvement dans des conditions où la menace est élevée. Les interneurones GABAergiques 

du NRD sont également impliqués dans la régulation du mouvement, mais pour autant il 

semblerait qu’ils ne possèdent pas cette même capacité d’adaptation spécifique à 

l’environnement. En effet, la stimulation de ces neurones chez la souris Vgat-ires-Cre n’a un 

impact sur la régulation du mouvement que spécifiquement dans les environnements à 

valence négative, facilitant alors la fuite des animaux (Seo et al., 2019).   
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Deuxièmement, la revue de Hale et collaborateurs, faisant état des différentes études 

d’immunohistochimie menées chez le rat, nous révèle qu’une exposition à un stress de type 

défaite sociale ou qu’une administration d’un agent anxiogénique augmente le nombre de 

cellules c-FOS positives dans les neurones sérotoninergiques du NRD (Hale et al., 2012). 

D’autres études rapportent qu’une augmentation des concentrations en dioxyde de carbone 

ou en lactate de sodium, des molécules reconnues pour précipiter les attaques chez les 

patients atteints de TP, augmente préférentiellement l’expression de c-FOS dans les neurones 

sérotoninergiques du DRV, du DRL et du DRI mais pas du DRD (Johnson et al., 2005). De ce 

fait, tout comme pour l’hippocampe, il existe très certainement une dissection fonctionnelle 

du NRD dans la régulation de l’anxiété. Cette hypothèse se confirme au niveau 

comportemental puisqu’une stimulation cérébrale profonde appliquée dans le DRD de rats 

Wistar mâles diminue la latence d’évitement dans le labyrinthe en T surélevé (ETM), un 

comportement considéré comme anxiolytique, alors qu’une même stimulation appliquée 

dans le DRL augmente la latence pour s’échapper, un comportement considéré comme 

panicolytique (Wscieklica et al., 2017). De ce fait, les neurones du DRD seraient donc plutôt 

impliqués dans les comportements et les états anxieux, quand ceux du DRL seraient 

responsables des comportements liés aux attaques de panique. Étonnamment, ces résultats 

ne sont pas en accord avec les expériences de pharmacologie qui montrent qu’une 

inactivation des neurones sérotoninergiques du NRD via l’activation du récepteur 5-HT1A (8-

OH-DPAT ; 20 et 100 ng) ou du récepteur GABAA (muscimol ; 5 ng) induit une réponse de type 

anxiolytique avec une augmentation du temps d’interaction sociale (Higgins et al., 1988). De 

même, l’activation DREADD-dépendante des neurones sérotoninergiques du NRD, 

génétiquement modifiés pour exprimer des récepteurs muscariniques couplés à des protéines 

G (Gi inhibitrice ou Gq activatrice) activables par la clozapine (CNO), diminue le nombre 

d’entrées dans le centre de l’OF et le temps passé dans les BO de l’EPM chez des souris 

RC::PDq;Pet1-cre (Teissier et al., 2015). Toutefois, ces observations sont à interpréter avec 

précaution puisque cette activation diminue également la distance ambulatoire totale, 

suggérant que la diminution du temps passé dans les BO pourrait être la conséquence d’une 

diminution de l’activité locomotrice et non pas un effet directement lié à une activité 

anxiolytique. De manière intéressante, ce phénotype anxieux est corrigé par une inhibition 

DREADD-dépendante des neurones sérotoninergiques du NRD chez des souris RC::PDi;Pet1-
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cre (Teissier et al., 2015). Cette différence de résultat entre les modulations 

pharmacogénétiques et électriques s’expliquerait du fait que la DBS requière l’activation du 

récepteur GABAA puisque le blocage de ce récepteur par la bicuculline (10 µM) bloque les 

effets moléculaires du DBS (Moser et al., 2003). Une telle stimulation dans le NRD diminuerait 

donc l’activité des neurones sérotoninergiques, qui d’une part expriment des récepteurs 

GABAA et d’autre part sont sous le contrôle inhibiteurs des interneurones GABAergiques. 

 

Tout laisse donc à penser qu’une diminution de l’activité des neurones 

sérotoninergiques du NRD pourrait avoir des effets anxiolytiques. Paradoxalement, les ISRS 

ont pour but d’augmenter la sérotonine disponible dans la fente synaptique et d’activer 

indirectement les récepteurs sérotoninergiques post-synaptiques. 

 

6.2. Les neurotransmetteurs et leurs récepteurs 

Les divers dysfonctionnements anatomiques décrits précédemment expliquent donc 

en partie la manifestation des symptômes anxieux, mais ils n’en sont pas la seule cause sous-

jacente. En effet, certaines altérations moléculaires au niveau cérébral peuvent aussi être à 

l’origine des symptômes des troubles anxieux, comme nous allons le voir dans le chapitre qui 

suit. Cependant, les données actuelles ne permettent pas de distinguer l’implication d’une 

voie plutôt qu’une autre. 

 

De plus, l’activité des médicaments anxiolytiques et antidépresseurs, désormais bien 

documentée, a permis de mettre en évidence une implication principale des systèmes 

sérotoninergique et GABAergique, bien que le rôle de la noradrénaline ou encore du 

glutamate ne soit pas à négliger dans la physiopathologie des troubles anxieux (Figure 11).  
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Figure 11. Symptômes des troubles de l’humeur régulés par leurs monoamines. 

 
 
Une bonne balance de la sérotonine (5-HT), de la noradrénaline (NA) et de la dopamine (DA) a des effets 
bénéfiques, respectivement, sur le sommeil, sur la répression des obsessions, des compulsions et des impulsions, 
sur la socialisation, la vigilance et la concentration et sur la motivation et le plaisir. A l’inverse un déséquilibre de 
la 5-HT conduit à des pensées négatives, à la rumination et une faible estime de soi, un déséquilibre de la NA est 
responsable des troubles obsessionnels compulsifs (TOC) et du trouble de l’attention et hyperactivité (TDHA) et 
un déséquilibre de la DA induit des hallucinations, une addiction et une anhédonie. Un déséquilibre dans ces 3 
neurotransmetteurs conduit à des troubles de l’humeur avec une instabilité émotionnelle et des pensées 
désorientées. Les troubles anxieux pourraient être causés par un déséquilibre de la balance 5-HT/NA, alors qu’un 
déséquilibre de la balance 5-HT/DA serait responsable d’une dysphorie agressive. 
 

Adapté de (Kim & Abdi, 2014) 
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 Le GABA et les récepteurs GABAergiques 

L’acide γ -amino-butyrique (GABA) est présent en fortes concentrations dans de 

nombreuses régions du cerveau, où dans une même région sa concentration peut atteindre 

jusqu’à 1 000 fois la concentration de neurotransmetteurs monoaminergiques classiques. Le 

GABA est synthétisé à partir de précurseurs issus du métabolisme du glucose, transformés en 

glutamate qui part l’action de la glutamate décarboxylase (GAD) se transforme à son tour en 

GABA (Olsen RW, 1999).  

 

Le GABA est le principal neurotransmetteur inhibiteur du système nerveux central. On 

estime qu’environ 1/3 des neurones du cerveau l’utilisent comme neurotransmetteur, la 

majeur partie de ces neurones étant des interneurones contrôlant l’excitabilité des circuits 

locaux dans une région cérébrale donnée (Bloom & Iversen, 1971). L’inhibition GABAergique 

est essentielle pour le maintien de la balance excitation/inhibition. Par ailleurs, les troubles 

anxieux pourraient être la conséquence d’un déséquilibre entre les influx excitateurs, 

principalement dus aux neurones glutamatergiques et les influx inhibiteurs GABAergiques 

dans toutes les régions cérébrales puisqu’un déficit de l’activité GABAergique entraînerait, 

entre autre, un état d’alerte, une anxiété et une agitation (Nutt & Malizia, 2001). En outre, 

dans une étude de 1H-MRS , 12 des 14 patients non traités et diagnostiqués avec un TP ont 

montré une réduction des taux de GABA dans le cortex occipital, confirmant ainsi que les 

déficits de la fonction GABAergique contribueraient au processus physiopathologique du TP 

(Goddard et al., 2001; Goddard et al., 2004). Cette diminution est également retrouvée dans 

la matière grise du CCA et dans les noyaux gris centraux des patients atteints de TP (Ham et 

al., 2007). 
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L’inhibition neuronale induite par le GABA est médiée par deux classes distinctes de 

récepteurs GABAergiques : le récepteur GABAA ionotropique, responsable de l’inhibition 

rapide et le récepteur GABAB métabotropique, responsable de la réponse inhibitrice 

prolongée. Le récepteur GABAA est un hétéro-oligomère composé de 5 sous-unités protéiques 

qui traversent la membrane neuronale, en formant un canal perméable au chlore (Figure 12). 

La majorité des récepteurs GABAA se composent de deux sous-unités α,, deux sous-unités β 

et une sous-unité γ.  

 

Il est maintenant clairement reconnu que le complexe macromoléculaire GABAA-canal 

chlore joue un rôle majeur dans la neurochimie de l’anxiété et du stress. Les premières 

preuves remontent aux années 80 où il a été montré qu’un stress induit par une contention 

ou des chocs électriques au niveau des pattes diminue la densité des récepteurs GABA de 

faible affinité dans diverses régions du cerveau de rat (Biggio et al., 1984; Concas et al., 1984). 

Par la suite, des études d’imagerie, utilisant la TEP, la tomographie par émission 

monophotonique (SPECT) ou encore la MRS ont confirmé cette hypothèse. Chez les patients 

non médicamentés souffrant de TP, une réduction globale de la densité des récepteurs GABAA 

avec un site de liaison aux BZD a été observée majoritairement dans le COF droit et dans le 

cortex insulaire droit, par PET en utilisant du flumazenil radiomarqué (Malizia et al., 1998). 

Une autre étude, cette fois avec du iomazenil, a rapporté une diminution de la densité de 

récepteurs GABAA dans les lobes temporal et frontal, en comparaison avec les patients 

présentant une dysthymie sans comorbidité anxieuse (Kaschka et al., 1995). Toutefois ces 

résultats sont à interpréter avec précaution puisque ces études ont été conduites dans un 

petit groupe de patients (n=7-9). Pour finir, l’hyperactivité du système limbique, souvent 

retrouvée chez les patients avec un TAG, résulte probablement de la diminution de la 

neurotransmission inhibitrice puisque ces patients affichent une régulation négative des 

récepteurs GABAA dans leur lobe temporal médian (Tiihonen et al., 1997). Il est possible 

qu’une altération de l’expression de la GAD65 en soit aussi la cause. En effet, dans un modèle 

murin déficient en GAD65, le phénotype anxieux est augmenté dans l’OF et dans l’EZM et les 

concentrations de GABA cortical sont diminuées par rapport aux souris contrôles (Kash et al., 

1999). 
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Figure 12. Structure des récepteurs GABAergiques 

 
Le récepteur GABAA, appartenant  à la super famille des canaux ioniques ligand-dépendants, est constitué de 4 
domaines transmembranaires, dont la partie extracellulaire N-terminale correspond au site de liaison du GABA. 
Le domaine extracellulaire contient également le site de liaison des BZD. Le récepteur GABAA est un 
hétéropentamère de cinq sous-unités (α, β, γ, δ, ε, θ et π) qui s’assemblent pour former un canal perméable au 
chlore. Malgré l’hétérogénéité considérable des sous-unités, la plupart des récepteurs GABAA exprimés dans le 
cerveau sont constitués de deux sous-unité α, de deux sous-unités β et d’une sous-unité γ, cette dernière pouvant 
être remplacée par δ, ε, θ ou π. 
 

Adapté de (Jacob et al., 2008) 
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 La sérotonine et les récepteurs sérotoninergiques 

La sérotonine (5-HT) est synthétisée à partir du L-tryptophane au niveau périphérique 

par les cellules entérochromaffines de l’intestin et au niveau central par les neurones du 

raphé. Il existe deux théories pour le moins opposées concernant le rôle de la 5-HT dans les 

troubles anxieux.  

 

La première hypothèse décrit une synthèse excessive de 5-HT ou une hyperactivité des 

récepteurs sérotoninergiques. En effet, chez les patients souffrant de TP, en absence de 

stimulus déclencheur de l’attaque, on retrouve un turn-over de la 5-HT cérébrale, estimé à 

partir de la veine jugulaire, quatre fois plus important que chez les sujets sains, ce qui s’avère 

positivement corrélé avec la sévérité de la pathologie (Esler et al., 2007). Une étude de PET a 

aussi révélé une augmentation de la synthèse de 5-HT et de la disponibilité du transporteur 

de la 5-HT (SERT) chez les patients TAS, comparativement aux sujets sains, dans l’amygdale, le 

NRD et le CCA, également corrélé positivement avec la sévérité des symptômes (Frick et al., 

2015). Cette augmentation chez ces patients, intervenant lors d’une épreuve stressante de 

prise de parole en public, est cependant corrigée par l’administration de citalopram (40 mg) 

pendant 4 semaines, réduisant par la même occasion l’activité neurale, reflet d’une 

diminution du flux sanguin cérébral régional (Frick et al., 2016). Cela se confirme en 

préclinique, où les souris TPh2-/-, génétiquement modifiées pour présenter une diminution 

drastique des concentrations en 5-HT cérébrale avec une formation et une différenciation 

normales des neurones 5-HT, montrent un comportement de type anxiolytique dans l’EPM, le 

NSF et le marble burrying test (Mosienko et al., 2012). Ce phénotype se retrouve également 

dans d’autres modèles animaux transgéniques, générés pour évaluer les conséquences d’une 

déplétion spécifique en 5-HT induite par destruction des neurones 5-HT du NRD ou 

inactivation des gènes des acteurs impliqués dans la synthèse de 5-HT (Fernandez & Gaspar, 

2012).  
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La deuxième hypothèse est principalement basée sur l’efficacité des ISRS dans le 

traitement des troubles anxieux et penche donc en faveur d’un déficit en 5-HT. C’est le cas par 

exemple chez les femmes souffrant de TAG, chez lesquelles on retrouve une diminution des 

concentrations en 5-HT dans le liquide céphalo-rachidien, mesurées par une méthode 

immuno-enzymatique (Brewerton, 1995). De nouveau, cette observation se confirme en 

préclinique chez les souris Tph2KI, présentant des concentrations tissulaires en 5-HT réduites 

de 60 à 80% sans affecter l’expression génique de TpH2 et du SERT, qui montrent une 

augmentation de l’anxiété dans le LDT et dans le marble burrying test (Jacobsen et al., 2012) 

(Beaulieu et al., 2008).  

 

Les anomalies du système sérotoninergique, retrouvées dans les troubles anxieux, 

peuvent également être la conséquence d’altérations fonctionnelles des divers récepteurs 

sérotoninergiques. La 5-HT possède de nombreux récepteurs dont la classification s’avère être 

très hétérogène (Filip & Bader, 2009). Les récepteurs sérotoninergiques sont classés en 

différentes familles dont chacune possède des propriétés qui lui sont propres (affinité pour la 

5-HT, mécanisme de transduction) (Figure 13). Les récepteurs à 7 domaines 

transmembranaires couplés à des protéines G constituent la majorité des récepteurs de la  

5-HT, que les études pharmacologiques ont permis de classer en 5-HT1 (1A, 1B/1D, 1E, 1F), 5-HT2 (2A, 

2B, 2C), 5-HT4, 5-HT5 (5A, 5B), 5-HT6, 5-HT7 (Hoyer et al., 2002). Le récepteur 5-HT3 (3A, 3B, 3C) est le 

seul récepteur ionotropique, dont la structure en pentamère permet la formation d’un canal 

cationique. Le récepteur 5-HT1 est celui qui possède la meilleure affinité pour la 5-HT, par 

opposition aux récepteurs 5-HT2 et 5-HT4, dont l’affinité pour le ligand est environ 1000 fois 

plus faible (Hoyer et al., 2002). Tous les sous-types de récepteurs 5-HT1 sont des récepteurs 

couplés à une protéine Gi inhibitrice induisant une diminution de l’activité de l’adénylate 

cyclase (AC) conduisant à une réduction de la production d’adénosine monophosphate 

cyclique (AMPc) (Hoyer et al., 2002). Le récepteur 5-HT2 est couplé à une protéine Gq qui 

interagit avec la phospholipase C et les récepteurs 5-HT4, 5-HT6 et 5-HT7 sont couplés à une 

protéine Gs activatrice qui active l’AC aboutissant à une production accrue d’AMPc (Hoyer et 

al., 2002). 
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Figure 13. Récepteurs sérotoninergiques et leur rôle dans les troubles de l’humeur. 

 
 

La nomenclature actuelle des récepteurs sérotoninergiques révèle une multitude de sous-types différents, classés 
en 7 familles (5-HT1 à 5-HT7). A part le récepteur 5-HT3, constituant un canal cationique ligand-dépendant, tous 
les autres récepteurs de la sérotonine sont des récepteurs métabotropiques couplé à des protéines G (Gi, Gs ou 
Gq), caractérisées par des systèmes de transduction du signal intracellulaire différents, au niveau du neurone 
post-synaptique. 
 

D’après (Wong et al., 2005) 

 

 

De larges preuves rapportent que les récepteurs sérotoninergiques, largement 

exprimés dans le système nerveux central, sont impliqués dans le contrôle de l’anxiété. La 

partie qui suit résumera brièvement le rôle de certains récepteurs de la 5-HT dans l’anxiété, à 

l’exception du récepteur 5-HT4 qui fera l’objet d’une description ultérieure, davantage en 

accord avec la thématique de ce travail. 
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Le récepteur 5-HT1A a été le premier récepteur sérotoninergique entièrement 

séquencé à la fin des années 1980 (Kobilka et al., 1987). Présent sous forme d’autorécepteur 

au niveau des corps cellulaires et des dendrites des neurones sérotoninergiques des noyaux 

du raphé, on le retrouve également sous forme d’hétéro-récepteur post-synaptique dans les 

régions cérébrales impliquées dans la régulation de l’anxiété, comme le CPF, l’hippocampe et 

l’amygdale. En utilisant la TEP, il a été observé que les patients non traités souffrant de TP 

démontrent une plus faible liaison des récepteurs 5-HT1A pré- et post-synaptiques avec leur 

ligand radiomarqué dans le COF, le CCA, l’amygdale et le noyau du raphé, comparativement 

aux sujets contrôles (Neumeister et al., 2004; Nash et al., 2008). De même, les patients atteints 

de TAS non traité, affichent une diminution du potentiel de liaison du récepteur 5-HT1A de 21% 

dans l’amygdale et de 24% dans le CCA, indiquant une altération de la neurotransmission 

sérotoninergique dans plusieurs régions limbiques, à l’exception de l’hippocampe 

(Lanzenberger et al., 2007). En préclinique, les souris (5-HT1A KO) présentant une délétion 

générale du gène du récepteur 5-HT1A (auto- et hétéro-récepteurs), développent un 

phénotype anxieux, comme indiqué par une réduction du temps passé dans le centre de l’OF 

et une diminution du temps passé et du nombre d’entrées dans les BO de l’EPM et de l’EZM 

(Heisler et al., 1998; Ramboz et al., 1998). Pour plus de précision, l’utilisation d’une lignée 

double transgénique, dite « lignée de secours » a montré que la réexpression ectopique du 

récepteur 5-HT1A dans le cerveau antérieur, y compris l’hippocampe et le cortex, corrige le 

comportement anxieux des souris 5-HT1A KO, dans l’OF, l’EPM et le NSF (Gross et al., 2002). 

L’utilisation du système tTS/tetO, permettant une délétion spécifique de l’expression du 

récepteur 5-HT1A chez la souris (Htr1atetO), a mis en évidence que la suppression des 

autorécepteurs 5-HT1A endogènes, en période de développement post-natal (entre PN14 et 

PN30) ou à l’âge adulte, suffit à augmenter l’anxiété à long-terme chez les animaux adultes 

(PN>90), alors qu’à l’inverse la suppression des hétéro-récepteurs 5-HT1A, tout au long de la 

vie, ne modifie pas le comportement anxieux des animaux (Richardson-Jones et al., 2011; 

Donaldson et al., 2014). Enfin, dans l’EPM, que ce soit dans un modèle d’anxiété murin (souris 

DBA/2) (Cole & Rodgers, 1994) ou chez des rats naïfs (Griebel et al., 1997), l’administration 

unique intrapéritonéale de buspirone augmente le temps passé dans les BO de l’EPM. De 

même, une injection de 8-OH-DPAT directement dans le NRD augmente le temps d’interaction 

sociale (Andrews et al., 1994; Hogg et al., 1994). En revanche, une injection de 8-OH-DPAT 
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dans l’HPCV, dans la zone de projection des neurones sérotoninergiques du NRD, n’a aucune 

influence sur ce paramètre (Hogg et al., 1994). Ces données supportent donc l’importance des 

autorécepteurs 5-HT1A somatodentritiques du NRD dans la suppression des comportements 

anxieux, alors que les hétéro-récepteurs post-synaptiques ne seraient pas forcément 

impliqués dans la régulation de l’anxiété. 

 

De nombreuses études précliniques supportent l’idée que le récepteur 5-HT2 jouerait 

un rôle dans la régulation de l’anxiété. En effet, toutes les études menées chez le rongeur avec 

le m-chloro-phenylpiperazine (mCPP), un agoniste non sélectif du récepteur 5-HT2 s’accordent 

sur ses effets anxiogènes dans divers tests d’anxiété (Quesseveur et al., 2012). D’autre part, 

les souris 5-HT2A KO constitutives montrent une réduction de leur anxiété dans l’EPM, l’OF et 

le LDT, alors que la réexpression de ce récepteur dans le cortex normalise l’état anxieux chez 

ces animaux (Weisstaub et al., 2006). Dans l’EPM, le 2,5-dimethoxy-4-iodoamphetamine 

(DOI), un agoniste sélectif du récepteur 5-HT2A produit un effet anxiolytique lorsqu’il est 

injecté par voie systémique chez la souris (Onaivi et al., 1995; Nic Dhonnchadha et al., 2003). 

Un effet qui est également retrouvé dans le FPT (Nic Dhonnchadha et al., 2003). Le rôle du 

récepteur 5-HT2B dans l’anxiété n’a que très peu été étudié, probablement expliqué par le 

manque de composé hautement sélectif. Cependant, la stimulation du récepteur 5-HT2B par 

un agoniste, le BW723C86 administré par voie systémique, augmente le nombre de coups de 

langue punis dans le VCT chez le rat (Kennett et al., 1998) et augmente le temps passé dans 

les BO de l’EPM et le nombre de transitions punies dans le FPT chez la souris (Nic Dhonnchadha 

et al., 2003), indicatif d’un effet anxiolytique.  

 

En ce qui concerne le récepteur 5-HT3, la revue d’Oliver et collaborateurs, où le rôle de 

ce récepteur dans l’anxiété est largement mis en exergue, décrit des résultats cliniques et 

précliniques très controversés, concernant l’efficacité des antagonistes du récepteur 5-HT3 

(Olivier et al., 2000). De plus, les études cliniques menées dans les années 1990 étant basées 

sur la classification du DSM-III, les résultats ne sont malheureusement pas toujours attribués 

à la bonne pathologie. Les résultats en préclinique sont tout aussi mitigés. Il en ressort que les 

antagonistes du récepteur 5-HT3 induisent une activité anxiolytique dans le LDT et dans le test 

du fear-potentiated startle, alors qu’ils ne présentent aucune efficacité dans les tests des 
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vocalisations ultrasoniques conditionnées, de l’enfouissement défensif (defensive burying) et 

de l’hyperthermie induite par le stress (stress-induced hyperthermia) et que les effets dans 

l’EPM et le SIT sont largement contestés (Olivier et al., 2000). Néanmoins, un nouvel 

antagoniste du récepteur 5-HT3 pourrait redonner de l’espoir. En effet, le 6k (N-

(benzo[d]thiazol-2-yl)-3-ethoxyquinoxalin-2-carboxamide), administré chez la souris Swiss 

albinos mâle à différentes doses, induit une réponse de type anxiolytique chez ces animaux 

dans l’OF, l’EPM, le LDT et le test du Hole-Board (Kurhe et al., 2014).  

 

L’hypothèse de l’implication du récepteur 5-HT6 dans l’anxiété est elle aussi tout aussi 

discutée. Chez le rat Sprague Dawley, l’administration d’une dose unique de WAY-208466, 30 

minutes avant le test, réduit le temps d’enfouissement défensif et la latence pour se nourrir 

dans le test de l’hypophagie induite par la nouveauté, suggérant un effet anxiolytique (Carr et 

al., 2011). Cet effet est également retrouvé dans trois autres tests d’anxiété, l’OF, l’EPM et le 

SIT, après une administration d’un agoniste (EDM 386088) directement dans le CPFdm chez la 

souris C57BL/6J mâle adulte (Geng et al., 2018). Paradoxalement, l’inactivation du récepteur 

5-HT6 n’induit pas forcément l’effet inverse comme on aurait pu l’imaginer. Effectivement, 

chez le rat Wistar, l’administration d’un antagoniste du récepteur 5-HT6 (SB 399885, 1-3 

mg/kg) augmente le nombre de coups de langue punis dans le VCT, augmente le temps passé 

et le nombre d’entrées dans les BO de l’EPM et augmente le nombre de transitions punies 

dans le FPT, des effets comparable à ceux du diazépam (2,5-5 mg/kg) (Wesolowska & 

Nikiforuk, 2007). Des résultats qui ont récemment étaient infirmés chez la souris C57BL/6J, où 

l’administration intracorticale d’un antagoniste du récepteur 5-HT6 (SB 271046, 0,6-2,4 µg) 

diminue le temps passé dans le centre de l’OF et dans les BO de l’EPM (Geng et al., 2018). 
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CHAPITRE 2 - LE RÉCEPTEUR 5-HT4, UNE NOUVELLE 
CIBLE D’INTÉRÊT POUR TRAITER RAPIDEMENT LES 

TROUBLES ANXIEUX. 

 

Depuis quelques années, l’intérêt pour le récepteur 5-HT4 a gagné un essor 

considérable. Le récepteur 5-HT4 constitue désormais une cible d’intérêt majeur à privilégier 

dans diverses pathologies, grâce à sa capacité à corriger les troubles cognitifs (Lecoutey et al., 

2014) et anxio-dépressifs (Mendez-David et al., 2014). 

 

1. Localisation du récepteur sérotoninergique de type 4 

Le récepteur sérotoninergique de type 4 (5-HT4) serait une cible de choix car, que ce 

soit chez l’Homme ou chez le rongeur, l’expression du récepteur 5-HT4 est retrouvée dans les 

régions limbiques (CPFm, HPC et NAc), structures impliquées dans les pathologiques 

psychiatriques comme l’anxiété et la dépression (Bockaert et al., 2004; Samuels et al., 2016) 

(Figure 14). Les premières études d’autoradiographie ont été réalisées en 1993 chez le cochon 

d’Inde et le rat (Grossman et al., 1993), dans le but de déterminer la distribution régionale du 

récepteur 5-HT4 dans le cerveau. En plus des structures limbiques dans lesquelles on retrouve 

la plus forte densité de récepteurs 5-HT4 (Eglen et al., 1995b; Penas-Cazorla & Vilaro, 2015), 

les ganglions de la base, à savoir le noyau caudé et le noyau lenticulaire (putamen et pallidum), 

la substance noire et l’amygdale expriment également le récepteur 5-HT4 quelle que soit 

l’espèce étudiée (Bockaert et al., 2004; Penas-Cazorla & Vilaro, 2015) (Figure 14). Plus 

précisément, le récepteur 5-HT4 est exprimé au niveau somatodendritique et au niveau des 

terminaisons axonales des neurones épineux efférents GABAergiques du striatum (Cai et al., 

2002), des cornes d’Amon (CA1 et CA3) de l’hippocampe, des cellules granulaires du gyrus 

dentelé (Roychowdhury et al., 1994; Vilaro et al., 2005; Penas-Cazorla & Vilaro, 2015) et des 

neurones glutamatergiques du cortex, de l’hippocampe et de l’amygdale (Bockaert et al., 

2004; Penas-Cazorla & Vilaro, 2015).  



 

 

 Introduction  
  

97 

Figure 14. Localisation cérébrale du récepteur 5-HT4 chez l’Homme (en haut) et chez le Rongeur 
(en bas). 
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Que ce soit chez l’Homme ou chez le rongeur, le récepteur 5-HT4 est majoritairement localisé dans le cortex, 
l’hippocampe et le striatum. 
 

Adapté de (Bockaert et al., 2004) 
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Le récepteur 5-HT4 est également retrouvé au niveau périphérique, en particulier au 

niveau cardiaque où son activation exerce un effet inotrope positif, au niveau du tractus 

gastro-intestinal où il est impliqué dans la motilité intestinale, au niveau des glandes 

surrénales où il joue un rôle dans la sécrétion de la corticostérone et enfin au niveau de la 

vessie où il induit une contraction des muscles lisses. 

 

2. Découverte du récepteur sérotoninergique de type 4 

Découvert en 1985 grâce à sa structure originale et unique parmi tous les sous-types 

de récepteurs sérotoninergiques connus, le récepteur 5-HT4 a été initialement apparenté au 

récepteur 5-HT3. Ces deux récepteurs présentaient notamment un profil pharmacologique 

similaire, avec une forte affinité pour des ligands communs, notamment pour le topisetron 

(Bockaert et al., 2004). Finalement en 1992, le récepteur 5-HT4 a été classé comme un 

nouveau sous-type de récepteur sérotoninergique puisqu’insensible aux antagonistes connus 

des récepteurs sérotoninergiques 5-HT1, 5-HT2 et 5-HT3 (Dumuis et al., 1988), mais aussi grâce 

à la découverte de puissants agonistes sélectifs, comme le metoclopramide ou le cisapride. 

Ces molécules prokinétiques ont également permis de mettre en évidence l’expression du 

récepteur 5-HT4 périphérique, insensible aux antagonistes du récepteur 5-HT3.  

 

Plus tard, une autre étude de liaison ligand-récepteur (Hegde & Eglen, 1996) a montré 

que le récepteur 5-HT4 était également exprimé au niveau cardiaque, gastro-intestinal, 

surrénalien et urinaire. Par la suite, la caractérisation du gène codant le récepteur 5-HT4, 

exceptionnellement long (700 kb, 38 exons) a permis de confirmer que le récepteur 5-HT4 

pouvait être classé comme un nouveau sous-type de récepteur sérotoninergique. Ce gène 

complexe, codé dans deux espèces différentes, le rat et la souris (Gerald et al., 1995; Claeysen 

et al., 1996) conduit après épissage alternatif à plusieurs isoformes différentes aux propriétés 

fonctionnelles distinctes. Ces variants ne diffèrent qu’au niveau de la partie C-terminale, 

pourtant leur localisation et leurs propriétés fonctionnelles spécifiques impactent l’ensemble 

du couplage et de la régulation du récepteur 5-HT4, et par conséquent le potentiel de ce 

récepteur à être une cible thérapeutique (Marin et al., 2012). Dans le cerveau et les tissus 
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périphériques, les Hommes expriment six variants du récepteur 5-HT4 (a, b, c, g, i et n), contre 

quatre chez la souris (a, b, e et f) (Claeysen et al., 1999). 

 

3. Structure du récepteur sérotoninergique de type 4 

Le récepteur 5-HT4 est un récepteur à 7 domaines transmembranaires possédant trois 

boucles intracellulaires et trois boucles extracellulaires. Le domaine N-terminal est orienté 

vers le milieu extracellulaire alors que le domaine C-terminal, couplé à une protéine Gs est 

orienté vers le cytoplasme (Figure 15). Son activation, par un agoniste, entraine le 

recrutement de la protéine Gs qui stimule l’adénylate cyclase (AC), responsable de la 

production d’AMPc (Dumuis et al., 1988). La protéine kinase A (PKA) ainsi activée par l’AMPc 

module différents courants ioniques et en particulier les courants potassiques dont l’inhibition 

génère une hyperexcitabilité neuronale. La PKA est également capable de phosphoryler la 

protéine liant l’élément de réponse de l’AMPc (CREB, de l’anglais cAMP response element 

binding protein), ce qui a pour conséquence d’augmenter la transcription des gènes du facteur 

neurotrophique cérébral (BDNF, de l’anglais brain-derivated neurotrophic factor), impliqué 

dans la cognition, l’humeur et la survie cellulaire (Pascual-Brazo et al., 2012). 
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Figure 15. Représentation bidimensionnelle du récepteur 5-HT4. 

 
 

Le récepteur 5-HT4 est un récepteur métabotropique à 7 domaines transmembranaires, de 3 boucles 
intracellulaires et 3 boucles extracellulaires. Le domaine N-terminal est extracellulaire et constitue le site 
d’interaction avec les ligands, alors que le domaine C-terminal est intracellulaire, en interaction avec la protéine 
Gs. 
 

D’après (Samuels et al., 2016) 

 

 

4. Les ligands du récepteur sérotoninergique de type 4 

Les ligands du récepteur 5-HT4 sont regroupés, à quelques exceptions près, en 5 classes 

chimiques principales : les indoles, les benzamides, les benzoates, les arylcétones et les 

benzamides (Tableau 11). 
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La classe des benzamides a donné lieu à de très nombreux représentants, dont les plus 

connus ont été, ou sont encore, commercialisés en tant que médicament. Parmi tous les 

agonistes disponibles, on en retrouve un particulièrement intéressant, le RS 67333 ou (1-(4-

amino-5-chloro-2-methoxy phenyl)-3-[1(n-butyl)-4-piperidinyl]-1-propanone HCl), de la classe 

des arylcétones. L’incorporation d’un groupement n-butyl sur la piperidine a permis 

d’améliorer l’activité agoniste avec une efficacité maximale, une sélectivité optimale, une 

biodisponibilité excellente et surtout a permis d’augmenter l’hydrophobicité, rendant ainsi 

possible le passage de la barrière hématoencéphalique et la pénétration dans le cerveau 

(Eglen et al., 1995a). Les études de liaison utilisant des radioligands marqués, révèlent 

toutefois une affinité comparable à celle du récepteur 5-HT4, pour les récepteurs #1 et #2 

(Eglen et al., 1995a).  

 

Au niveau des antagonistes, le GR 113808, de la classe des indoles, fut le premier à être 

identifié en tant que tel, avec une forte affinité pour le récepteur 5-HT4 et une faible affinité 

pour le récepteur 5-HT3, donnant lieu à un modèle de pharmacophore pour la recherche 

d’autres antagonistes. Son analogue estérifié, le GR 125487 est encore plus puissant dans le 

système nerveux central et en périphérie, où il présente une biodisponibilité plus élevée, la 

liaison ester l’ayant rendu plus stable (Bockaert et al., 2004).  
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Tableau 11. Liste des principaux ligands du 5-HT4 disponibles dans les années 2000. 

 pKI pEC50 Efficacité Sélectivité 
AGONISTES 

5-HT 7,1 – 7,5 7,4 - 8 entier Ø 
5-MeOT 6,2 7 – 7,7 entier 5-HT4 >> 5-HT3 

tegaserod 8 8,8 partiel oui 
cisapride 7,1 7,25 entier/partiel 5-HT2, hERG 
SC53116 7,5 – 8,1 7,64 entier + 
prucalopride 8 – 8,6 7,5 – 7,8 partiel ++  
mosapride 6,8 – 7 7,1 partiel + 
ML10302 7,9 – 9 7,7 – 8,6 partiel ++ 
LS 650155 8,78 6,7 – 8,3  ++ 
RS 67333 8,7 8,4 partiel ++ 
RS 67506 8,8 8,6 partiel ++ 
BIMU-1 6,4 – 7 6,5 – 8,4 entier/partiel ± 
BIMU-8 7 - 7,5 7,1 – 8,1 entier ± 

ANTAGONISTES 
GR 113308 9,2 – 9,8 8,8 – 9,5  + 
GR 125487 10 – 10,4 9,75 – 10  ++ 
SB 203186 9 8,3 – 8,7  ++ 
SB 204070 9,2 10,5  ++ 
ML 10375 8,5 – 9 9  ++ 
ATBI 221 8,54 8,3  ++ 
RS 39606 9,1 9,3  ++ 
RS 100302 10,5 11  ++ 

AGONISTES INVERSES 
RO 116-2617 9,6 10,5  ++ 
RO 116-0086 9,5 9,5  ++ 

 
Abréviations : pEC50 : logarithme négatif de la concentration produisant 50% de l’effet maximal ; pKi :logarithme 
négatif de la constante d’affinité. 
 

D’après (Bockaert et al., 2004) 
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5. Le récepteur sérotoninergique de type 4 dans les troubles de l’humeur : cas 

particulier des troubles anxieux 

5.1. En préclinique 

Chez le rongeur, des études ont cherché à mettre en évidence le rôle du récepteur  

5-HT4 dans la réponse comportementale de type anxiolytique des ISRS (Tableau 12). Ainsi 

Costall et Naylor ont montré chez la souris que l’effet de type anxiolytique dose-dépendant 

du diazépam, après une administration unique, dans le LDT était bloqué par les antagonistes 

du récepteur 5-HT4 (SDZ 205-557, GR 113808 et SB 204070) suggérant ainsi que l’activation 

du récepteur 5-HT4 intervenait dans ces effets anxiolytiques mais aussi dans la transmission 

GABAergique corticale (Costall & Naylor, 1997). Toutefois, ils ne rapportent pas d’effet de type 

anxiolytique des antagonistes administrés seuls, contrairement à d’autres études qui ont 

mentionné des effets de type anxiolytique dans l’EPM chez le rat, après une administration 

unique de ces antagonistes (Silvestre et al., 1996; Kennett et al., 1997) (Tableau 12).  

 

Par ailleurs, des résultats précliniques récents ont indiqué que l’activation du 

récepteur 5-HT4 pourrait constituer une nouvelle stratégie thérapeutique non seulement dans 

le traitement des EDC mais aussi dans celui de l’anxiété généralisée (Tableau 12) (Pascual-

Brazo et al., 2012; Mendez-David et al., 2014). Ces études ont été réalisées chez des animaux 

naïfs et dans des modèles d’anxiété-dépression, dont le modèle CORT, basé sur une élévation 

des taux de glucocorticoïdes chez la souris (David et al., 2009) et dans lequel on retrouve une 

modification de la densité du récepteur 5-HT4 dans les régions limbiques (Chen et al., 2012). 

Ainsi, dans le modèle CORT, l’administration d’un agoniste sélectif du récepteur 5-HT4, le 

RS67333 (pKi = 8.7) à la dose de 1,5 mg/kg/j, a montré que 7 jours de traitement suffisaient à 

corriger le phénotype anxio-dépressif contre 28 jours pour la fluoxétine (Tableau 12). D’autre 

part, en utilisant un antagoniste sélectif du récepteur 5-HT4, le GR 125487 (pKi = 10.6), il a été 

mis en évidence dans un modèle d’anxiété/dépression chez la souris que les effets de type 

anxio-dépressif de la fluoxétine, impliquaient une activation du récepteur 5-HT4 (Mendez-

David et al., 2014). Enfin, une étude de microdialyse a montré que l’activation du récepteur 

5-HT4 potentialisait les effets d’une administration aiguë de paroxétine, un ISRS, sur les taux 
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de sérotonine extracellulaire dans l’hippocampe ventral de rat (Licht et al., 2010). Les données 

de la littérature sur les effets des agonistes du récepteur 5-HT4 montrent qu’ils présentent en 

plus de propriétés antidépressives, des propriétés anxiolytiques à action rapide. 
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Tableau 12. Conséquences d’un traitement unique ou chronique avec des ligands du récepteur 5-HT4 sur le phénotype anxieux. 

Espèces/ 
modèle 

Nom 
Propriétés 

pharmacologiques 
Admin Dose Tests Effets Références 

Rat 

SB 204070 Antagoniste 

Aigue 

0.3, 1, 3 mg/kg s.c. EPM ↑ temps passé dans BO (Silvestre et al., 1996) 
GR 113808 Antagoniste 

SB 204070 Antagoniste 
0.01– 10 mg/kg p.o. 
0.01 – 1 mg/kg s.c. 

SIT 

EPM 

↑ temps d’interaction sociale 

↑ temps passé dans BO 
(Kennett et al., 1997) 

SB 207266A Antagoniste 
0.001 – 0.1 mg/kg s.c. 

0.01 – 1 mg/kg s.c. 
SIT 

EPM 

↑ temps d’interaction sociale 

↑ temps passé/nombre d’entrées dans BO 

GR 125487 Antagoniste 3 mg/kg s.c. 
Vocalisation 
ultrasonique 

∅ effet (Schreiber et al., 1998) 

RS 67333 Agoniste partiel 3j et 14j 1.5 mg/kg i.p. NSF ↓ latence pour se nourrir après 7j 
(Pascual-Brazo et al., 

2012) 

Rat OBX RS 67333 Agoniste partiel 3j et 14j 1.5 mg/kg i.p. 
Activité 

locomotrice 
↓ hyperlocomotion induite par OBX après 14j (Lucas et al., 2007) 

Souris 

SDZ 205557 Antagoniste 

Aigue 

1 – 100 µg/kg i.p. 
LDT 

↓ effet désinhibiteur du DZ 
(Costall & Naylor, 

1997) 
GR 113808 Antagoniste 1 – 10 µg/kg i.p. ↓ effet désinhibiteur du DZ 

SB 204070 Antagoniste 1 – 10 µg/kg i.p. ↓ effet désinhibiteur du DZ 

Souris 
CORT 

RS 67333 Agoniste partiel 7j et 28j 1.5 mg/kg mini-pompes 

OF 

EPM 

NSF 

↑ temps passé et nombre d’entrées dans 
centre 

↑ temps passé et nombre d’entrées dans BO 

↓ latence pour se nourrir 

(Mendez-David et al., 
2014) 

GR 125487 Antagoniste 7j 1.0 mg/kg mini-pompes 

OF 

EPM 

NSF 

Prévient les effets anxiolytiques de la flx 
(Mendez-David et al., 

2014) 

 
Abréviations : Admin : administration ; BO : bras ouverts ; CORT : corticostérone ; DZ : diazépam ; EPM : elevated plus maze ; flx : fluoxétine ; GR 113808 : 1-[2-methylsulphonylamino)ethyl]-4-piperidinyl]methyl-
1-methyl-1H-indole-3-carboxylate maleate ; GR 125487 : [1-[2-[(methylsulfonyl)amino]ethyl]-4-piperidinyl]methyl-5-fluoro-2-methoxy-1H-indole-3-carboxylate ; i.p. : intra-péritonéal ; NSF : novelty suppressed 
feeding ; OBX : bulbectomie olfactive ; OF : open field ; p.o. : per os ; RS 67333 : (1-[4-amino-5-chloro-2-methoxyphenyl]-3-[1-butyl-4-piperidinyl]-1-propanone) ; SB 204070 : 8-amino-7-chloro-(N-butyl-4-
piperidyl)-methylbenzo-1,4-dioxan-5-carboxylate hydrochloride ; SB 207266A : 2H-(1,3)oxazino(3,2-a)indole-10-carboxamide, N-((1-butyl-4-piperidinyl)methyl)-3,4-dihydro-, monohydrochloride ; s.c. : sous-
cutané ; SDZ 205-557 : 2-methoxy-4-amino-5-chloro-benzoic acid 2-(diethylamino ester). 
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5.2. En clinique 

À ce jour, trois études cliniques laissent penser que le récepteur 5-HT4 pourrait jouer 

un rôle dans les EDC. La première étude d’association menée sur un panel d’hommes et de 

femmes japonais âgés de 27 à 77 ans, atteints de dépression majeure récurrente, a rapporté 

l’existence d’un lien entre les polymorphismes des variants issus de l’épissage alternatif du 

gène codant le récepteur 5-HT4 et la dépression unipolaire (83097C/T, 83159G/A, 83164(T)9-

10 et 83198A/G) (Ohtsuki et al., 2002). La seconde étude, réalisée en post-mortem sur des 

cerveaux de victimes de suicide violent, a révélé une augmentation de l’expression du 

récepteur 5-HT4, associée à une élévation des taux d’AMPc dans le cortex frontal et le noyau 

caudé des victimes (Rosel et al., 2004). La troisième étude a évalué l’association entre les 

génotypes (allèle S et/ou allèle L) de la région polymorphe du gène codant pour le 

transporteur de la sérotonine (5-HTTLPR) et la liaison du récepteur 5-HT4, en associant un 

radioligand ([11C]SB207145) à la technique de TEP in vivo (Fisher et al., 2012). Il a été montré 

que la liaison du radioligand au récepteur 5-HT4 dans le néocortex était plus faible chez les 

homozygotes pour l’allèle S ou les hétérozygotes que chez les homozygotes pour l’allèle L, ce 

qui est consistant avec le fait que l’allèle S conduit à une diminution de la transcription du 

SERT, menant à une diminution de l’expression du récepteur 5-HT4 (Fisher et al., 2012). 

Néanmoins, aucune étude n’a étudié l’influence des variants du gène codant le récepteur  

5-HT4 dans l’anxiété, ni sur la réponse au traitement antidépresseur ou anxiolytique. 

 

 Les médicaments commercialisés agissant sur le récepteur 5-HT4 

A l’heure actuelle, on recense un certain nombre de composés qui sont, ont été ou 

vont être commercialisés dans le monde en tant que médicaments sur la base de leurs 

propriétés agonistes du récepteur 5-HT4. Du fait de leurs propriétés prokinétiques, l’activation 

du récepteur 5-HT4 dans le tractus gastro-intestinal, stimule la motilité intestinale, à savoir le 

réflexe péristaltique et la sécrétion intestinale, tout en inhibant la sensibilité viscérale. Ce n’est 
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donc pas étonnant que ces molécules soient majoritairement indiquées dans les troubles 

gastro-intestinaux (reflux gastro-œsophagien (RGO), parésie intestinale).  

 

Le premier médicament de cette classe est le tégaserod (ZELNORM®), qui a été 

approuvé par la Food and Drug Administration (FDA) en 2002, avant d’être retiré du marché 

en 2007, en raison d’inquiétudes concernant d’éventuels effets cardiovasculaires indésirables. 

Il avait été commercialisé par Novartis, dans le traitement du syndrome du côlon irritable et 

de la constipation. En plus de ces propriétés d’agoniste partiel du récepteur 5-HT4, le 

tegaserod possède une affinité modérée pour les récepteurs 5-HT1 (agoniste) et 5-HT2A-C 

(antagoniste). 

 

Le cisapride (PREPULSID®), commercialisé en France depuis 1988 par les laboratoires 

Janssen Cilag, est un parasympathomimétique qui via l’activation du récepteur 5-HT4, 

augmente l’acétylcholine libérée dans le système nerveux entérique. La prise de cisapride est 

associée à une plus forte probabilité de développer un syndrome du QT long, prédisposant à 

des arythmies. De ce fait il a été retiré dans de nombreux pays, dont le Canada et a fait l’objet, 

en Europe, d’une réevaluation bénéfice/risque, limitant sa prescription à deux indications : les 

manifestations aiguës et sévères de la gastroparésie chronique idiopathique ou diabétique et 

le RGO pathologique chez le nourrisson. Ses modalités de délivrance ont également été revues 

par l’ANSM, avec une prescription initiale hospitalière annuelle réservée aux spécialistes. 

 

Le prucalopride (RESOLOR®), développé par Shire Development LLC et approuvé en 

Europe en 2009 et aux USA en décembre 2018, est un dérivé de la famille des benzofuranes 

qui présente une sélectivité élevée pour le récepteur 5-HT4 mais aucune affinité pour les 

canaux hERG (human Ether-à-go-go Related Gene). Ceci explique certainement qu’il soit l’un 

des seuls à être encore commercialisé, dans la mesure où il empêche les effets indésirables 

cardiaques observés en raison des effets non ciblés des autres agonistes du récepteur 5-HT4. 

Il est indiqué dans le traitement de la constipation chronique idiopathique chez l’adulte. 

 

 



 

 

 Introduction  
  

108 

Le cinitapride (CINTAPRO®), commercialisé en Espagne et au Mexique est une 

benzamide qui agit comme agoniste des récepteurs 5-HT1A et 5-HT4 et antagoniste du 

récepteur 5-HT2A. Il est indiqué dans le traitement des troubles gastro-intestinaux associés à 

des troubles de la motilité, tels que le RGO, la dyspepsie non ulcéreuse et la vidange gastrique 

retardée. 

 

Le mosapride (PRONAMID®) est commercialisé au Japon comme agent prokinétique 

accélérateur de la vidange gastrique et du transit intestinal. Cet agoniste sélectif du récepteur 

5-HT4, dont le principal métabolite actif agit comme antagoniste du récepteur 5-HT3, est utilisé 

dans le traitement de la gastrite, du RGO, de la dyspepsie fonctionnelle et du syndrome du 

côlon irritable 

 

Le métoclopramide (PRIMPERAN®), commercialisé en France et dans de nombreux 

pays, est un agoniste des récepteurs 5-HT4 et 5-HT3A, mais n’est pas utilisé en clinique pour 

cette propriété-là. C’est avant tout un antagoniste du récepteur D2 indiqué dans la prévention 

des nausées et vomissements retardés induits par chimio- ou radiothérapie ou déclenchés par 

une crise migraineuse. C’est aussi un agoniste du récepteur muscarinique M1 et un inhibiteur 

de l’acétylcholinestérase qui stimule la réponse cholinergique du muscle lisse gastro-

intestinal, se traduisant par une augmentation de la vidange gastrique et du transit intestinal. 

 

 Les molécules en développement clinique ciblant le récepteur 5-HT4 

Selon le site clinicaltrials.gov, on retrouve une vingtaine d’études impliquées dans les 

effets du récepteur 5-HT4 dans des pathologies variées, que ce soit par l’administration d’un 

nouvel agoniste du récepteur 5-HT4 ou par l’évaluation des conséquences d’un traitement 

quelconque sur l’expression du récepteur 5-HT4. Six études sont terminées et fournissent des 

résultats, 8 ont été complétées, 5 sont en cours de recrutement et 1 a été retirée. Parmi les 

essais cliniques sur les nouvelles molécules ciblant le récepteur 5-HT4 dans le traitement des 

troubles intestinaux, quelques études se sont intéressées à l’efficacité de ces molécules dans 
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le soulagement des symptômes et plusieurs études se sont concentrées sur l’évaluation de la 

sécurité d’emploi et la tolérance de ces molécules.  

 

Le naronapride (ATI-7505), pensé pour avoir une activité similaire au cisapride sans 

effets indésirables cardiaques, a complété avec succès les études de phase I, puisque 9 jours 

de traitements à différentes doses, augmente la vidange gastrique et intestinale et augmente 

le transit intestinal chez les volontaires sains, comparativement au placébo (Camilleri et al., 

2007). Le naronapride est désormais en phase II pour le traitement du syndrome de détresse 

postprandiale avec RGO et de la constipation idiopathique chronique (Tableau 13).  

 

Le velusetrag (TD-5108), après avoir brillamment complété les études de phase II chez 

les patients souffrant de constipation chronique idiopathique, en augmentant la fréquence 

des selles spontanées hebdomadaires, est présentement en étude de phase I, chez le 

volontaire sain âgé. Le but de cette étude étant de déterminer sa sécurité d’emploi et sa 

tolérance, ainsi que ses caractéristiques pharmacocinétiques et pharmacodynamiques, en vue 

d’établir un nouveau traitement chez les patients souffrant de la maladie d’Alzheimer. En 

effet, le velusetrag ayant montré des effets pro-cognitifs chez le rat Sprague-Dawley dans la 

piscine de Morris, en reversant le déficit d’apprentissage spatial induit par la scopolamine, 

pourrait constituer une approche intéressante pour réguler la sécrétion du précurseur de la 

protéine amyloïde (APP) (Shen et al., 2011) (Tableau 13).  

 

Le renzapride (ATL-1251) est actuellement en essai clinique de phase III aux États-Unis, 

dans une étude de 12 mois, menée chez plus de 1800 patients atteints du syndrome du côlon 

irritable prédominant avec constipation. Malheureusement, le renzapride n’est pas supérieur 

au placebo en termes d’efficacité pour soulager les symptômes de la maladie, et de surcroît 

provoque une augmentation significative d’abandon du traitement en raison d’effets 

indésirables chez les patients, tels que des diarrhées (Mozaffari et al., 2014). Le revexepride 

(SSP-002358), a atteint les essais cliniques de phase II, en association avec des inhibiteurs de 

la pompe à protons dans le traitement des RGO persistants avec régurgitations et avec ou sans 

brûlure d’estomac. Son inefficacité à réduire les symptômes de la maladie a poussé à 

l’abandon de son développement (Tableau 13).  
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Enfin, le RQ-00000010 est en essai clinique de phase I, en cours de recrutement, pour 

le traitement de la gastroparésie et de la constipation dans la maladie de Parkinson, des 

symptômes non-moteurs communément retrouvés dans cette pathologie neurodégénérative 

(Tableau 13).  

 

Comme suggéré par les résultats encourageants de nombreuses études précliniques, 

la modulation du récepteur 5-HT4 dans les pathologies du système nerveux central est une 

véritable piste thérapeutique pour le développement de molécules efficaces et rapides à visée 

antidépresseur et pro-cognitive. Avant même d’envisager de nouvelles molécules, le 

prucalopride, déjà commercialisé et indiqué dans le traitement de la constipation chronique 

va fait l’objet d’un essai clinique de phase I. Chez des volontaires sains sans antécédents 

psychiatriques, leur compétence à discriminer les expressions faciales positives (joie) des 

expressions faciales négatives (peur, colère), leur sensibilité à la récompense, leur capacité à 

se remémorer des mots positifs et négatifs, ainsi que la réponse fonctionnelle de l’amygdale 

et de l’hippocampe, mesurée par IRM seront évalués après 7 jours de traitement 

(NCT03572790) (Tableau 13).  

 

Le PF-04995274 a fait l’objet de plusieurs études de phase I, complétées ou en cours 

de recrutement. Deux études visaient à explorer chez le volontaire sain après administration 

d’une dose unique par voie orale de PF-04995274, la relation entre les taux plasmatiques et 

la liaison aux récepteurs 5-HT4 dans le cerveau en utilisant la tomographie par émission de 

positons (NCT01173757) et les effets sur les concentrations de fragments solubles d’APP et de 

ß-amyloïdes dans le liquide céphalo-rachidien (NCT01193062). Toujours chez le volontaire 

sain, une étude de phase I, conçue pour examiner le potentiel du PF-04995274 à inverser les 

déficits mnésiques et les altérations des capacités d’apprentissage observés chez les 

personnes atteintes de la maladie d’Alzheimer et induits temporairement par la  

co-administration de scopolamine n’a malheureusement pas aboutie, du fait de changements 

dans la stratégie organisationnelle du promoteur (NCT01345864). Deux études visent à 

explorer chez des patients atteints d’EDC, soit dans un contexte de dépression résistante aux 

traitements conventionnels (NCT03515733), soit dans un contexte de dépression non traitée 
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(NCT03516604), les effets d’un traitement de 7 jours par PF-04995274 sur leurs performances 

dans des tests cognitifs (Tableau 13). 

 

Le SUVN-D4010 a été intégré dans deux études de phase I chez le volontaire sain, après 

avoir montré des effets positifs sur les déficits de la mémoire épisodique dans le test de la 

reconnaissance d’un nouvel objet et de la mémoire de travail dans le test du labyrinthe radial 

chez le rat traité à la scopolamine (Nirogi, 2012). Ces études avaient pour but d’évaluer sa 

sécurité d’emploi et ses caractéristiques pharmacocinétiques par rapport à un placébo ou à 

divers paramètres interindividuels, comme la nourriture, le sexe ou l’âge. Il en ressort que le 

SUVN-D4010 est un agoniste partiel du récepteur 5-HT4 puissant, sélectif, présentant une 

bonne biodisponibilité par voie orale et efficace qui semble prometteur pour traiter les 

symptômes de la maladie d’Alzheimer (Tableau 13). 

 

Enfin, la dernière étude ne porte pas directement sur les effets d’un agoniste du 

récepteur 5-HT4, mais s’efforce à étudier l’état du système sérotoninergique à l’aide de la 

tomographie par émission de positons, l’IRMf et l’électroencéphalographie, avant et après 

une intervention pharmacologique (escitalopram ou duloxétine) de 8 semaines, afin 

d’identifier des facteurs prédictifs de la réponse à un traitement par antidépresseur chez des 

patients avec un EDC (NCT02869035). Les hypothèses étant que ces patients présenteraient 

une plus forte densité de récepteurs 5-HT4, qu’une densité de récepteurs 5-HT4 plus élevée 

avant traitement serait associée à une meilleure réponse pharmacologique, avec une 

amplitude de changement plus importante du score d’Hamilton et que les patients en 

rémission afficheraient une diminution de la densité de récepteurs 5-HT4 après le traitement, 

comparativement aux patients non-répondeurs (Tableau 13). 

 

Après l’échec clinique du RS 67333 en 1998 dans le traitement du syndrome du côlon 

irritable et des troubles cognitifs, 2 ans après son développement préclinique, toutes ces 

études cliniques et précliniques montrent donc un regain d’intérêt général pour le récepteur 

5-HT4 et relance l’espoir de trouver de nouvelles thérapies pour le traitement d’un grand 

éventail de pathologie, tant au niveau central que périphérique. 
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Tableau 13. Aperçu des essais cliniques menés avec des agonistes du récepteur 5-HT4. 

ID Phase N (âge, sexe) Critères d’inclusion Molécule (dose, durée) Comparateur Effets / Paramètres mesurés 
NCT01644240 

(terminé) I 16 
(18-45, ♂/♀) Volontaires sains TD-8954 

(IV, 2 doses) 
placébo 

(sol saline) Données PK (Cmax, Tmax, t1/2, AUC) 

NCT01094821 
(terminé) I 

48 
(18-55, ♂/♀) Volontaires sains ATI-7505 

(3, 10, 20 mg, 3x/j, 9 j) placébo ↑ vidange gastrique (20 mg) et intestinale (10 mg) 
↑ transit intestinal 

NCT01472939 
(terminé) II 

480 
(18-70, ♂/♀) 

RGO avec régurgitation persistante 
avec ou sans brûlure d’estomac 

SSP-002358 + IPP 
(0.1, 0.5, 2 mg, 3x/j, 5-8 sem) placébo + IPP Ø changement du nombre de jour sans régurgitation 

↑ nombre de jour sans brûlure d’estomac (0.5 mg) 
NCT00391820 

(terminé) II 
360 

(18-64, ♂/♀) 
Constipation chronique 

idiopathique 
TD-5108 

(15, 30, 50 mg/j, 4 sem) placébo ↑ fréquence des selles spontanées hebdomadaires 

NCT00268879 
(terminé) III 

1821 
(18-65, ♀) 

Syndrome du côlon irritable 
prédominant avec constipation 

ATL-1251 
(2, 4 mg, 2x/j, 12 mois) placébo Ø différence d’efficacité sur l’amélioration des 

symptômes  

NCT00663897 
(terminé) IV 

329 
(> 20 ans, ♂/♀) Dyspepsie fonctionnelle mosapride 

(5 mg, 3x/j, 2 sem) 
lansoprazole 

(30 mg/j, 2 sem) 

Ø différence d’efficacité sur les douleurs 
épigastriques et le syndrome de détresse 
postprandiale 

NCT01173757 
(complété) I 8 

(18-55, ♂/♀) Volontaires sains PF-04995274 
(5 mg) Ø 

Relation entre taux plasmatiques de PF-04995274 et 
occupation des récepteurs 5-HT4 dans les régions 
cérébrales d’intérêt par PET 

NCT01193062 
(complété) I 

18 
(18-55, ♂/♀) Volontaires sains PF-04995274 

(0.1, 10, 15, 40 mg) placébo 
Sécurité et tolérance (effets indésirables, signes 
vitaux, ECG) 
Données PK (Cmax, Tmax, AUC, t1/2) 

NCT03031574 
(complété) I 28 

(18-80, ♂/♀) Volontaires sains SUVN-D4010 Nourriture, sexe, 
âge Données PK (Cmax, AUC) 

NCT02575482 
(complété) I 64 

(18-45, ♂) Volontaires sains SUVN-D4010 placébo 

Sécurité et tolérance évaluées par ECG, télémétrie, 
examens physiques, signes vitaux, prise de sang et 
effets indésirables 
Données PK (AUC, Cmax, clairance, t1/2) 

NCT01467726 
(complété) I 

40 
(65-85, ♂/♀) Volontaires sains âgés TD-5108 

(3 sem) placébo 
Sécurité et tolérance d’administrations répétées 
Données PK (Cmax, Tmax, AUC, clairance) et PD 
(fréquence hebdomadaire des selles) 

NCT01718938 
(complété) II 

34 
(18-64, ♂/♀) 

Gastroparésie idiopathique ou 
d’origine diabétique 

TD-5108 
(5, 15, 30 mg, 3 sem) Placébo Vidange gastrique 

NCT00730665 
(complété) II 

81 
(18-65, ♂/♀) RGO PF-00885706 

(100, 300 µg, 1, 3 mg, 2x/j, 6 sem) 
placébo + 

esomeprazole 
Nombre de jour sans régurgitation ni brûlure 
d’estomac 

NCT00630370 
(complété) II 

6 
(18-75, ♂/♀) 

Syndrome de détresse 
postprandiale supérieur à 6 mois 

ATI-7505 
(20, 40, 80 mg, 3x/j, 58 j) placébo Efficacité, sécurité et tolérance 

NCT00501241 
(complété) II 

214 
(18-75, ♂/♀) 

Constipation idiopathique 
chronique supérieure à 6 mois 

ATI-7505 
(20, 40, 80, 120, 4 sem) placébo Nombre total de selles spontanées au cours des 7 

premiers jours 
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Tableau 13. Aperçu des essais cliniques menés avec des agonistes du récepteur 5-HT4 (suite). 

ID Phase N (âge, sexe) Critères d’inclusion Molécule (dose, durée) Comparateur Effets / Paramètres mesurés 

NCT02869035 
(recrutement) I 

100 estimés 
(18-65, ♂/♀) 

Dépression sévère à modérée non 
traitée dans les 2 derniers mois 

(HAMD >17) 

escitalopram (10-20 mg/j, 8 sem) 
duloxetine (doses flexibles) Ø 

Expression du récepteur 5-HT4 basée sur la 
quantification de la liaison au récepteur 5-HT4 dans 
les régions cérébrales d’intérêt (néocortex, noyau 
caudé, putamen, hippocampe) par PET 

NCT03572790 
(recrutement) I 

50 estimés 
(18-40, ♂/♀) 

Volontaires sains sans antécédents 
psychiatriques 

Prucalopride 
(1 mg, 7 j) placébo 

Capacité à distinguer les expressions faciales positives 
des négatives, sensibilité à la récompense, capacité à 
se remémorer des mots positifs et négatifs, réponse 
de l’amygdale aux visages émotionnels mesurée par 
IRM, réponse de l’hippocampe à des scènes nouvelles 
et familières 

NCT03515733 
(recrutement) I 

50 estimés 
(16-65, ♂/♀) 

Dépression unipolaire ou résistante 
traitée par ISRS ou IRSN 

PF-04995274 
(5 mg, 3x/j, 7 j) placébo 

Capacité à distinguer les expressions faciales basées 
sur des émotions basiques, reconnaissance et rappel 
de mots affectifs 

NCT03516604 
(recrutement) I 75 estimés 

(16-65, ♂/♀) 
Dépression unipolaire non traitée 

dans les 6 dernières semaines 
PF-04995274 
(15 mg, 7 j) 

placébo 
citalopram 

Capacité à distinguer les expressions faciales basées 
sur des émotions basiques, réponse de l’amygdale 
aux visages émotionnels mesurée par IRM, réponse 
de l’hippocampe à des scènes nouvelles et familières 

NCT02838797 
(recrutement) I 

75 estimés 
(> 18 ans, ♂/♀) 

Gastroparésie et constipation dans 
la maladie de Parkinson 

RQ-00000010 
(2, 50, 200 µg, 1j ou 

10, 50, 100, 200 µg, 14 j) 
placébo 

Sécurité et tolérance 
Données PK 
Vidange gastrique et constipation 

 
Abréviations : ↑ : augmente, Ø : pas d’effet/pas de comparateur, AUC : aire sous la courbe, HAMD : échelle de dépression d’Hamilton, ID : identifiant d’essai clinique, IPP : inhibiteur de la 
pompe à protons, IRM : imagerie par résonnance magnétique, IRSN : inhibiteur mixte de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline, ISRS : inhibiteur sélectif de la recapture de la 
sérotonine, n : nombre de personne, PD : pharmacodynamie, PET : tomographie par émission de positons, PK : pharmacocinétique, sem : semaine. 
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CHAPITRE 3 - LE RÉCEPTEUR 5-HT4, UNE NOUVELLE 

CIBLE POUR PROMOUVOIR LA RÉSILIENCE ET 

PRÉVENIR L’APPARITION DES TROUBLES ANXIEUX. 

 

1. La comorbidité anxio-dépressive 

Les troubles anxieux pourraient être décrits comme des facteurs de risque pour le 

développement d’un EDC, puisque 50 à 60% des patients souffrant d’EDCs rapportent des 

antécédents d’un ou plusieurs épisodes anxieux (Kaufman & Charney, 2000) (Tableau 14). En 

effet, selon une étude prospective et longitudinale menée sur une cohorte d’adolescents et 

de jeunes adultes, le risque de survenue d’un EDC serait deux à quatre fois supérieur à celui 

attendu pour les sujets sans antécédents de troubles anxieux (Wittchen et al., 2000). Il en 

ressort que le risque de dépression secondaire à 5 ans est 3,9 fois plus important pour les 

patients souffrant d’un TAG et 1,7 fois plus important pour les patients souffrant de phobie 

spécifique, comparativement à une personne ne présentant aucun trouble anxieux. 

 

Tableau 14. Association des troubles anxieux avec les épisodes dépressifs caractérisés. 

Troubles 
anxieux 

Troubles anxieux 
précédant l’apparition 

d’EDC 

Troubles anxieux associés à un 
trouble psychiatrique 

Troubles anxieux 
associés à un EDC 

TP 29% 74-90% 56-73% 

TAG 63% 80-90% 62-67% 

TAS 65% 67-92% 15-21% 

 
Abréviations : EDC : épisode dépressif caractérisé ; TAG : trouble anxieux généralisé ; TAS : trouble d’anxiété 

sociale ; TP : trouble panique 

 
D’après (Kaufman & Charney, 2000) 
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Bien que les troubles anxieux et les EDC constituent deux pathologies distinctes, il est 

désormais reconnu que les symptômes anxieux font partie intégrante des EDCs. Les troubles 

anxieux sont donc rarement isolés et même au contraire sont souvent associés à d’autres 

manifestations psychiatriques, tels que les EDCs (Tableau 14) (Kaufman & Charney, 2000). 

Malheureusement, la comorbidité anxio-dépressive est source d’une importante altération de 

la qualité de vie des patients puisqu’elle renforce la sévérité et la persistance des symptômes, 

diminue la réponse et accroît la résistance aux traitements antidépresseurs. Par exemple, la 

comparaison des antécédents psychiatriques et des caractéristiques cliniques de 276 patients 

américains dépressifs, en soin primaire, avec ou sans comorbidité anxieuse au cours de leur 

vie a montré que la présence d’un TP était associée à une sévérité accrue des symptômes 

dépressifs, à une altération plus marquée du fonctionnement psychosocial et à un plus grand 

risque d’interrompre prématurément le traitement (Brown et al., 1996b). Dans un autre 

exemple, basée sur l’étude préliminaire d’une population de 78 patients atteints d’EDC et 

traités par différents antidépresseurs, la présence de symptômes anxieux est associée à des 

idées suicidaires plus fréquentes, un retard psychomoteur plus important et un accroissement 

des variations diurnes des symptômes dépressifs (Altamura et al., 2004). De plus, bien que 

tous les patients aient montré une amélioration significative de leurs symptômes grâce au 

traitement par antidépresseur, les patients avec une comorbidité anxio-dépressive ont 

montré une réponse thérapeutique plus longue avec une moindre amélioration de la gravité 

des symptômes (Altamura et al., 2004). Il en est de même chez les patients souffrant d’EDC et 

de TAG, qui font preuve d’une moins bonne observance et présentent un taux de récupération 

plus long que les patients sans comorbidité (Brown et al., 1996a). Enfin, une étude centrée sur 

les déterminants de la non-réponse chez les patients atteints de dépression résistante a révélé 

que la comorbidité anxieuse était le facteur clinique le plus fortement associé à la non-réponse 

(Souery et al., 2007). 

 

Ensemble, ces résultats suggèrent que traiter rapidement les symptômes anxieux 

pourraient induire une résilience et ainsi prévenir l’apparition des EDC à long terme pour 

permettre une meilleure prise en charge et une évolution plus favorable des pathologies 

psychiatriques.  
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2. La résilience 

Chez chaque individu, un stress aigu et inattendu induit, en temps normal, une réponse 

physiologique et comportementale. Cette réponse fondamentale aboutissant à la capacité 

d’adaptation d’un organisme est caractérisée par l’activation de l’axe hypothalomo-

hypophysaire-surrénalien et donc à la sécrétion de cortisol, suivie d’un rétablissement rapide 

(Figure 16). Cependant, l’exposition prolongée à des événements stressants peut entraîner 

des séquelles persistantes, en fonction de la capacité de chaque personne à s’adapter à ces 

facteurs de stress. En effet, tous les individus ne perçoivent pas les événements stressants de 

la même manière et lorsque la réaction au stress devient trop importante, les mécanismes de 

récupération peuvent échouer à rétablir les niveaux de base, ce qui accroît la vulnérabilité au 

stress.  

 

Il est bien connu que la combinaison de facteurs de stress comme la prédisposition 

génétique, l’héritage familiale, l’environnement social, le stress précoce, les émotions 

négatives et les maladies chroniques peuvent favoriser le développement de maladies 

mentales telles qu’un EDC ou des troubles anxieux. Tous les individus qui expérimentent ces 

facteurs de stress ne développement pourtant pas de troubles psychiatriques et sembleraient 

donc être moins vulnérables au stress que d’autres. Ils sont alors considérés comme résilients. 

Face à l’adversité, les personnes peu résilientes, dites susceptibles, sont plus exposées au 

risque de développer ces pathologies. 

 

On remarque que les personnes résilientes sont plus à même de se développer 

socialement, mentalement (pensées positives, capacité à faire face activement aux 

événements stressants, flexibilité cognitive) ou physiquement (pratique d’un exercice), 

malgré une exposition au stress, contrairement aux personnes susceptibles, ce qui 

expliquerait les différences développementales. Mais les facteurs socio-environnementaux ne 

sont pas les seuls à rentrer en ligne de compte. Les individus résilients au stress montrent 

également des différences au niveau génétique et épigénétique ainsi qu’au niveau de la 

structure et la fonctionnalité de certaines régions cérébrales et des circuits impliqués dans la 

réponse adaptative au stress.  
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Figure 16. Manifestation de la réponse physiologique, susceptibilité et résilience au cours d’un 

stress. 

 
 

Adapté de (Faye et al., 2018) 

 

 
De ce fait, augmenter la résilience au stress chez des sujets à risque, comme les soldats 

qui souffrent bien souvent d’ESPT au retour de leur mission, offrirait la possibilité de prévenir 

le développement des troubles psychiatriques chez ces personnes sensibles. Élucider les 

mécanismes sous-jacents de la résilience, tant sur le plan génétique que biologique, est d’une 

importance capitale pour permettre l’élaboration de nouvelles stratégie thérapeutique de 

prévention. 

 

La revue “Neurobiological mechanisms of stress resilience and implications for the 

aged population” (Article 1) qui suit, présente dans un premier temps les facteurs 

psychosociaux et neurobiologiques qui contribuent à la résilience au stress chez les rongeurs, 

les primates puis les humains. Dans un deuxième temps, les effets du stress au cours du 

vieillissement, ainsi que les facteurs de risque et les modifications biologiques qui augmentent 

la vulnérabilité aux stress dans la population vieillissante seront discutés. 

Réponse physiologique
- stress aigu -

Susceptibilité
- stress chronique -

Résilience
- stress chronique -
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Abstract: Background: Stress is a common reaction to an environmental adversity, but a dysregu-
lation of the stress response can lead to psychiatric illnesses such as major depressive disorder 
(MDD), post-traumatic stress disorder (PTSD), and anxiety disorders. Yet, not all individuals ex-
posed to stress will develop psychiatric disorders; those with enhanced stress resilience mechanisms 
have the ability to adapt successfully to stress without developing persistent psychopathology. No-
tably, the potential to enhance stress resilience in at-risk populations may prevent the onset of 
stress-induced psychiatric disorders. This novel idea has prompted a number of studies probing the 
mechanisms of stress resilience and how it can be manipulated. 

Methods: Here, we review the neurobiological factors underlying stress resilience, with  
particular focus on the serotoninergic (5-HT), glutamatergic, and γ-Aminobutyric acid (GABA) 
systems, as well as the hypothalamic-pituitary axis (HPA) in rodents and in humans. Finally, we 
discuss stress resiliency in the context of aging, as the likelihood of mood disorders increases in 
older adults. 

Results: Interestingly, increased resiliency has been shown to slow aging and improved overall 
health and quality of life. Research in the neurobiology of stress resilience, particularly throughout 
the aging process, is a nascent, yet, burgeoning field. 

Conclusion: Overall, we consider the possible methods that may be used to induce resilient pheno-
types, prophylactically in at-risk populations, such as in military personnel or in older MDD pa-
tients. Research in the mechanisms of stress resilience may not only elucidate novel targets for anti-
depressant treatments, but also provide novel insight about how to prevent these debilitating disor-
ders from developing.  

Keywords: Stress, resilience, aging, serotonin, glutamate, γ-aminobutyric acid, hypothalamic–pituitary–adrenal axis. 

1. INTRODUCTION 

 Brain disorders and particularly psychiatric disorders, 
comprising affective disorder [major depression (MDD), and 
anxiety disorders [panic disorders (PD) with and without 
agoraphobia, generalized anxiety disorder (GAD), panic 
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bipolar disorder (BP), and cyclo- and dysthymic disorders] 
or social phobias, PTSD and obsessive-compulsive disorder 
(OCD)] are among the leading causes of disease and disabil-
ity in the world. MDD was ranked as the fourth leading con-
tributor to the global burden of disease and is the leading 
cause of disability worldwide as measured by Years Lived 
with Disability (YLDs) [1]. Mental disorders amounted to 
€240 billion and hence constitute 62% of the total annual 
cost of brain disorders in Europe [2]. In the United States, 
the total annual cost of depressive disorders was estimated to 
be $83.1 billion [3] and more than $42 billion for anxiety 
disorders [4], among the most prevalent mental disorders. 
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Since the 2000s, an increasing prevalence of mental health 
problems, and consequently an increasing annual financial 
burden, has spurred an investigation into brain mechanisms 
of resilience that may protect against the development of 
psychiatric disorders. 

 In this review, we will first describe the psychosocial and 
neurobiological factors that contribute to stress resilience in 
rodents, nonhuman primates, and humans. The effects of 
stress throughout aging will then be discussed, as well as the 
potential risk factors and biological changes that increase 
susceptibility to mood disorders in older populations. There 
is an emerging field of research focused on resilience in the 
context of aging, as several studies have shown that the risk 
for developing mood disorders, particularly anxiety disor-
ders, is increased with age [5-7]. Current behavioral methods 
to improve resilience in the aged will be considered, as well 
as suggestions for novel possibilities of fostering resilient 
phenotypes in this population and throughout life based on 
pre-clinical studies. Though these avenues of resilience en-
hancement are still in their infancy, there is great potential to 
refine these techniques to be administered to individuals who 
are most susceptible to stress, particularly as they age, in 
order to increase resiliency and prevent stress-induced disor-
ders from occurring at any point in one’s lifetime. 

2. DEFINITION OF RESILIENCY 
 An external, unexpected stressor can induce a normal 
physiological and behavioral stress response. This normal 
and basic response resulting in an organism’s adaptive ca-
pacity is characterized by activation of the hypothalamic-
pituitary-adrenal (HPA) axis, with a relative peak of serum 
cortisol or corticosterone 30 minutes following stress expo-
sure, followed by a quick recovery either in human or rodent, 
in 60-80 minutes after the stress [8, 9]. But prolonged expo-
sure to stressful events (i.e., over weeks) can lead to chronic 
stress and persistent sequelae, depending on the ability of 
each person to adapt to potent stressors. Indeed, individuals 
perceive stressful events differently, and when the stress 
response becomes overactive, the recovery mechanisms fail 
to achieve, leading to increased susceptibility to stress. Yet, 
some individuals are less vulnerable to stress than others, 
and are deemed resilient. When faced with adversity, people 

with low resilience are at risk of mental illnesses such MDD 
or anxiety disorders. Conversely, people who are able to 
effectively develop well socially, mentally or physically de-
spite exposure to stress or adversity demonstrate resiliency; 
elucidating the underlying mechanisms of this resilience may 
lend insight into methods to prevent mood disorders in sus-
ceptible individuals. 

3. PSYCHOSOCIAL FACTOR-ASSOCIATED STRESS 
VULNERABILITY AND RESILIENCY 
 It is well established that the combination of genetic pre-
disposition, familial heritage, socio-environmental factors, 
early life stress (ELS), and chronic illness or treatment 
largely determine vulnerability to psychiatric disorders such 
as MDD or anxiety disorders (Fig. 1). Whereas stressful life 
events such as the loss of a loved one are related to the de-
velopment of MDD and GAD, combat-associated injury and 
traumatic experiences are associated with the development of 
PTSD. Since the majority of people who experience such 
stressful events do not develop psychopathology, increasing 
interest has been directed at potential resilience factors that 
may provide mental resistance. Developing novel therapeu-
tics targeted at these factors is one avenue to decrease the 
incidence of mental illnesses. 

 The idea that increasing stress resilience could protect 
against the development of psychiatric disorders is appeal-
ing. Currently, five basic psychosocial resilience factors 
where listed based on enormous body of published research: 
positive emotions and optimism, cognitive flexibility, relig-
ion and spirituality, life meaning, social support and active 
coping style to be protective psychosocial factors that have 
been associated with stress resilience [10]. A study using a 
sample of 200 post-doctoral fellows indicated that resilience 
moderated the impact of stress on trait depressive and anxi-
ety symptoms [11]. Besides revealing a positive association 
between positive emotions and resilience, this study also 
indicated that coping strategies partially mediated the link 
between positive emotions and resilience [11]. Moreover, 
findings from a prospective longitudinal study provide  
evidence that individual differences in stress resilience are 
predicted by both lower levels of negative emotions and 
higher levels of responsiveness in a positive direction before 

 

Fig. (1). Factors associated with stress-induced emotional disorders and those believed to characterize stress resilience. Combination 
of psychosocial environment, genetics and early life stress largely determine vulnerability to MDD and anxiety disorders. In contrast, the 
strategy to improve positive emotions, cognitive flexibility, optimism and active coping leads to promote stress resilience. 
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stressor exposure [12]. Overall, these findings suggest that 
coping strategies are essential to minimize the impact of 
stress. 

 The coping strategies that have been studied so far have 
focused their efforts on adolescent and youth populations. 
For instance, the Protection for Adolescent Depression Study 
(PADS) developed a vulnerability-resilience stress model for 
mood disorders, based on the principle that vulnerability and 
resilience in the face of stress inform an accurate prediction 
of psychopathology [13]. Using this model in a cohort of 283 
healthy adolescents and 119 from a mood disorder clinic, 
they found two productive coping strategies-focusing on the 
positive and working hard to achieve-which moderate the 
impact of stress and predict lower levels of light-to-severe 
depression and suicidal behavior. Interestingly, girls who 
focused on the positive were more protected than boys 
against light-to-severe depression. Finally, self-discovery 
from the spirituality scale was the only protective factor in 
the community and reached the significance level only for 
boys in the clinical population. Thus, this study suggests 
targeting different factors for men and women to increase or 
restore protection in the presence of chronic stress condi-
tions. The Early Prediction of Adolescent Depression 
(EPAD), a longitudinal study of parents with a history of 
recurrent MDD and their high-risk adolescent offspring, pro-
vide evidence that higher executive functioning, such as in-
hibition and mental flexibility, may confer protection against 
depressive symptoms to the adolescent offspring of de-
pressed parents as compared to adolescents with poorer per-
formance on these measures [14]. 

4. PERSONAL STRATEGIES FOR BUILDING 
STRESS RESILIENCE 
 Since it was reported that resilient individuals showed an 
increase in protective psychosocial factors, a group psycho-
social resilience-training program was developed to promote 
resilience and psychosocial well-being in adults who are at 
risk for stress-induced depressive symptoms, but are other-
wise generally healthy. The REsilience and Activity for 
every DaY (READY), targeting positive emotions, problem 
solving, life purpose and cognitive flexibility, demonstrated 
favorable intervention effects on measures of cognitive 
flexibility (acceptance and mindfulness), environmental mas-
tery, positive emotions and personal growth, as well as mod-
erate effects on measures of stress, self-acceptance, valued 
living and autonomy [15]. Other studies investigating the 
effectiveness of resilience training showed positive change 
occurring at post-intervention compared with baseline or 
control group [16, 17]. 

 Further, regular exercise is frequently associated with 
general well-being and lower rates of mood disorders, 
probably in enhancing resilience to stress. Indeed, among 
young healthy men and women, individuals who exercise 
regularly showed smaller decline in positive affect after an 
acute stressor than those who did not reported regular physi-
cal exercise [18]. These findings suggest that regular exer-
cisers are more resistant to the emotional effects of acute 
stress and might protect them against diseases related to 
chronic stress burden. 

 Overall, resilience is an active process that involves a set 
of neural and cellular mechanisms leading to avoid some of 
the negative consequences of extreme stress in individuals. 
The social environmental as well as the genetic and the bio-
logical backgrounds of an organism fundamentally influence 
the balance between risk and resilience to stress (Fig. 1). 
Nevertheless, the identification of biological resiliency fac-
tors for mood disorders is an important challenge facing bio-
logical psychiatry today and the key leading to the develop-
ment of new pharmacologic treatments for preventing mental 
illnesses. 

5. NEUROBIOLOGICAL FACTORS IN STRESS 
RESILIENCE 

 While there has been extensive research on psychosocial 
factors promoting susceptibility or resilience to psychiatric 
illnesses, studies published on genetic or biological mecha-
nisms of human resilience are still in their infancy. The de-
velopment of animal models is necessary not only to appre-
ciate the various aspects of human pathology, such as 
physiological or behavioral changes, but also to understand 
the dynamics of therapeutic effects. It is therefore essential 
to evaluate mechanisms underlying stress resilience proc-
esses in animal models expressing symptoms of anxiety-
depression pathologies. 

6. RODENTS-ANIMAL MODEL OF STRESS 
RESILIENCY 
 Despite the complexity in designing and validating ani-
mal models in psychiatric research, the animal models 
[chronic mild stress (CMS), social defeat (SD), learned help-
lessness (LH), prenatal restraint stress, maternal separation 
and daily corticosterone administration (CORT)] we have 
chosen to use in this review were developed and are most 
often used to model affective disorders relevant to humans, 
as well as to screen a large panel of molecules with putative 
anxiolytic- and antidepressant-like activities. These models 
showed predictive validity in terms of depression or anxiety. 
However, even though they are inbred strains, a remarkable 
inter-individual variation in developing anxio-depressive 
symptoms has been noted. Recognizing the existence of this 
variation led to the classification of susceptible versus resil-
ient animals that have varying degrees of depressive or anxi-
ety. Work in animal models has suggested that stress resil-
ience is mediated through active neurobiological processes, 
and has identified a number of protective psychosocial factors. 

7. THE SEROTONERGIC SYSTEM 

7.1. The Tryptophan Hydroxylase (TPH) 
 Tryptophan (TRP) is the precursor of peripheral and cen-
tral serotonin (5-HT) synthesis. Thus, low TRP leads to low 
5-HT levels, which contributes to mood state impairments 
and induces stress vulnerability (reviewed in [19]). Indeed, 
TRP-depleting drink administration-induced 5-HT depletion 
made healthy volunteers more susceptible to the effects of 
uncontrollable stress. These subjects showed more robust 
negative mood responses, particularly in sadness-related 
ratings, compared with TRP-supplemented group [20]. 
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 5-HT is produced from TRP via the rate-limiting enzyme 
TPH, which exists in two different isoforms. Whereas TPH1 
mRNA is mainly expressed in peripheral tissues and in the 
pineal gland, the TPH2 isoform gene, recently discovered, is 
predominantly expressed in the brain. Although TPH2 is 
mainly responsible for the synthesis of brain 5-HT, studies to 
establish an association between the TPH2 gene and psychi-
atric disorders or stress resilience are still under investiga-
tion. One study demonstrated that in male Tph2 knockout 
(KO) mice, which completely lacked brain 5-HT synthesis 
while 5-HT raphe neurons remained functional, the 5-HT 
deficiency resulted in reducing anxiety-like behavior in the 
elevated plus maze (EPM) and open field (OF) [21] (Table 1). 
Discrepant results were reported for gene-by-environment 
interactions (GxE). A 3-week CMS was deleterious in Tph2 
KO mice resulting in anxiety-like behavior in the EPM, but 
surprisingly, 5-HT dysfunction provided protective effect 
against chronic mild stress (CMS) in the OF [21] (Table 1). 

 From a clinical perspective, it appears counterintuitive 
that 5-HT deficiency results in anxiolytic effects, but similar 
results were found in resilient rats exposed to ELS [22]. In-
deed, when MS15 rats, which are normally used as a model 
of decreased stress sensitivity, were subjected to a 10-day 
social defeat (SD) experience, the mean of Tph2 mRNA ex-
pression throughout the dorsal raphe nucleus (DRN) was 
decreased and conversely, MS180 rats, regarded as a model 
of vulnerability to depressive-like symptoms, elicited a two-
fold increase in Tph2 mRNA as compared to MS15 rats [22] 
(Table 1). Interestingly, effects of ELS on Tph2 mRNA ex-
pression were only apparent in rats exposed to SD during 
adulthood [22]. These data suggested that MS15 resilient rats 
are resistant to SD-induced changes in Tph2 mRNA expres-
sion. However, it is important to note that this study lacks a 
complete behavioral analysis and that the mRNA results 
should be correlated with the measurement of social interac-
tion in defeated rats. Moreover, these data contradict those 
obtained in highly stress-resilient (HSR) cynomolgus mon-
keys submitted to a 5-day exposure of a combined moderate 
stress paradigm. It has been shown that the HSR group had 
significantly higher average Tph2-positive cells than the 
stress sensitive (SS) group, suggesting that an upregulation 
of serotonin-related genes is protective against stress (Table 
1). Unfortunately, no comparison with control animals was 
made in this study. In conclusion, TPH impairment leading 
to decreased brain 5-HT synthesis subsequently compro-
mises one’s ability to cope with uncontrollable stress. 

7.2. The Serotonin Transporter (SERT) 
 The 5-HT transporter (SERT) gene (SLC6A4), another 
actor of the neurotransmission homeostasis, may play a 
modulating role in rendering individuals vulnerable or resil-
ient to stress. A common polymorphism, resulting in inser-
tion or deletion, called, respectively, long (l) and short (s) 
forms have been identified in the SERT gene-linked poly-
morphic region (5-HTTLPR) of the SLC6A4. It has been 
argued that individuals carrying two copies of the long-allele 
(l/l) are relatively protected against mood disorder develop-
ment [23, 24], and have increased cognitive emotional con-
trol and higher inhibition of negative information [25]. Indi-
viduals with 1 or 2 copies of the short-allele (s/l or s/s) are 

less resilient, and exhibited increased depressive symptoms 
following stressful life experiences [26-28]. Yet, these al-
leles are fundamentally neutral because in the absence of 
stress, no direct association between the SERT gene and de-
pression was observed among members of the Dunedin 
Multidisciplinary Health and Development Study [26]. Thus, 
instead of viewing the s-allele as a risk-allele for vulnerabil-
ity and the l-allele as a protective-allele for resiliency, func-
tional polymorphisms in the 5-HTTLPR was only predispos-
ing to mood disorders when interacting with environmental 
stress factors. For example, a study in U.S. Army soldiers 
with no prior war zone exposition who were scheduled to 
deploy to Iraq confirmed that s-allele carriers, interacted with 
levels of stressful exposure to predict the development of 
PTSD, anxiety, and depressive symptoms [29]. 

 In order to model the human allelic variation in SERT 
function and for a better understanding of its behavioral con-
sequences, heterozygous SERT-deficient mice were gener-
ated. In the absence of stress exposure, SERT KO offspring 
displayed lower levels of anxiety in the elevated zero maze 
(EZM), and in addition, developed a resilient phenotype to 
prenatal restraint stress (PS), compared to wild-type (WT) 
offspring [30] (Table 1). However, while, SERT KO off-
spring showed antidepressant-like behavior in the forced 
swim test (FST) compared to WT offspring, distance swum 
was decreased in restrained SERT KO offspring [30]. In this 
way, a decrease in SERT expression may protect against 
ELS. Indeed, SERT expression seems to be related to the 
levels of the vulnerability or resiliency of the animals. After 
isolating CMS-resilient animals, Couch and colleagues re-
ported that unlike resilient mice, mRNA-encoding SERT 
was upregulated in vulnerable mice in the prefrontal cortex 
(PFC), striatum, and hippocampus, but not in the DRN [31] 
(Table 1). Similarly, Zurawek and collaborators found sig-
nificantly decreased SERT protein level in the ventral teg-
mental area (VTA), but not in the DRN or PFC of CMS-
resilient animals as compared to anhedonic and control rats 
[32] (Table 1). 

 With the idea still being that female macaques with dif-
ferent stress sensitivity exhibit different adaptive biological 
mechanisms from those set up in rodent in response to stress, 
the Bethea study also looked at the SERT-positive cell num-
ber in the DRN of HSR and SS female monkeys, but no dif-
ference was found [33]. Nevertheless, these results should be 
interpreted with caution, since this same team has earlier 
shown that although SERT mRNA are significantly lowered 
in non-stressed SS monkeys compared with non-stressed 
HSR monkeys in the caudal regions of the raphe [34], the 
ratio of the HSR/SS groups for the SERT gene was similar in 
the presence or absence of stress, implying that there is no 
adjustment in the 5-HT system after 5 days of moderate 
stress [33]. 

7.3. The Serotonin Receptors 
 5-HT released from serotoninergic neurons in the DRN 
throughout the brain modulates the acute stress response via 
its impact on a diverse group of serotonin receptors (for re-
view, see [35]). Among the serotoninergic receptors, the 5-
HT1A receptor (5-HTR1A), located either on the presynaptic 
(autoreceptor) or postsynaptic (heteroreceptor) terminals of 
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Table 1. Role of the different 5-HT pathway-related key players in the stress-vulnerability and resilience in animals. 

 Species Strain Sex/Age Model/Treatment Stress Duration Results (vs Control) Refs. 

Vulnerable (MS180 - 
maternal separation) Tph2 mRNA in DRN: ↑ 

Rat Long Evans 
♂ 

10 
weeks Resilient (MS15 - early 

handling) 

SD 12 days  

Tph2 mRNA in DRN: ↓ 

Gardner et 
al., 2009 

Monkey Cynomolgus 
♀�

7-9 
years 

Resilient (normal  
ovulatory cyclicity) 

(vs anovulatory  
vulnerable monkeys) 

Mild psychosocial 
stress + mild diet ± 
moderate exercise 

5 days Tph2-positive cells in DR: ↑ 
Bethea et 
al., 2013 

Ø acute 

SPT: ↑ �
EPM: ↓ time in CA, ↑ distance/entries 

in OA�
OF: ↑ time in center�
FST: no difference 

T
ph

2 

Mouse ND 
♂�

Adult Tph2 KO 

CMS 3 weeks 
EPM: ↑ time in CA�

OF: ↑ entries in center�
FST: no difference 

Gutknecht 
et al., 2015 

Ø  EZM: ↑ time/entries in OA�
FST: no difference 

Mouse 
B6.129(Cg)-

Slc6a4tm1Kpl/J 
♂�

ND 
Heterozygous 5-Htt KO 

Prenatal RS  5 days 
EZM: ↑ time in OA�
FST: no difference 

van den 
Hove et al., 

2011 

Vulnerable (↓ sucrose 
consumption >20%) SERT expression: no difference 

Rat Wistar Han  
♂�

ND Resilient (no difference in 
sucrose consumption) 

CMS 2 weeks 

SERT expression: ↓ in VTA 

Zurawek et 
al., 2016 

Vulnerable 
SERT expression: ↑ in PFC, hippo-

campus, striatum 

SE
R

T
 

Mouse C57BL/6J  
♂�

3.5 
months Resilient (> 65% prefer-

ence for sucrose) 

CMS 10 days 

SERT expression: no difference 

Couch et 
al., 2013 

Ø acute 

OF/LDT/TST: no difference 
FST: ↓ immobility�

5-HT levels: no difference in PFC, 
hippocampus Mouse 

mixed 
129S6/Sv; 

C57B6; CBA  

♂�
11-13 
weeks 

1A-Low mice 
(vs 1A-High mice) 

Oral gavage 4 weeks 
OF/FST: no difference 

TST: ↓ immobility 

Richardson-
Jones et al., 

2010 

5-
H

T
1A

 

Monkey Cynomolgus 
♀�

7-9 
years 

Resilient (normal ovula-
tory cyclicity) 

(vs anovulatory vulner-
able monkeys) 

Mild psychosocial 
stress + mild diet ± 
moderate exercise 

5 days 5-HT1A-positive cells in DR: ↑ 
Bethea et 
al., 2013 

Rat Lewis 
♂�

8-9 
weeks 

Fluoxetine (7.5 mg/kg/d, 
21 days) 

SD   
EPM: reverse defeat-induced ↓ en-

tries/time in OA 
Berton et 
al., 1999 

Mouse 129S6/SvEvTac  SD 2 weeks 
EPM/FST: did not reverse defeat-

induced ↑ time in CA and ↑ immobility 

Mouse C57BL/6NTac 

♂�
8-10 

weeks 

Fluoxetine (18 mg/kg/d, 
21 days) 

CORT 3 weeks 

EPM/NSF/FST/ST: did not reverse 
CORT-induced ↑ time in CA, ↑ latency 

to feed, ↑ grooming latency and ↑ 
immobility 

Brachman 
et al., 2016 D

ru
gs

 

Mouse 129S1/SvImJ  
10 

weeks 
Escitalopram (4 mg/kg, 

14 days) CMS 14 days 
HBT: ↑ time in center, ↓ head dipping�

FST: ↑ immobility 
Binder et 
al., 2011 

Abbreviations: 5-HT: serotonin; CA: closed arms; CMS: chronic mild stress; CORT: corticosterone; DR: dorsal raphe; EPM/EZM: elevated plus/zero maze; FST: forced swim test; 
HBT: hole board test; KO: knock-out; LDT: light/dark test; ND: non-determined; NSF: novelty suppressed feeding; OA: open arms; OF: open field; PFC: prefrontal cortex; SD: 
social defeat; RS: restraint stress; SERT: serotonin transporter; ST: splash test; SPT: sucrose preference test; Tph: tryptophan hydroxylase; TST: tail suspension test; VTA: ventral 
tegmental area. 
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5-HT neurons, is one of the main actors responsible for the 
therapeutic delay of SSRIs. For this reason, 5-HTR1A has 
been a matter of interest for its role in the etiology of both 
anxiety and depression. Plenty of human genetic and imag-
ing studies demonstrated that differences in regulation and 
binding potential of 5-HTR1A are associated with depression 
and anxiety (reviewed in [36]). While many studies in hu-
mans report an association of the G variant of the C(-1019)G 
5-HTR1A promoter gene polymorphism with higher expres-
sion of 5-HTR1A and higher susceptibility to depression, no 
studies have focused on the effect of carrying the C(-1019) 
allele on vulnerability or resilience to mood disorders. Re-
cently, Lemonde and colleagues postulated that carrying the 
C(-1019) allele, unlike the G(-1019), leads to a marked de-
crease in 5-HT1A mRNA, protein, and binding sites in the 
DRN, which could confer behavioral resilience to stressful 
situations [37]. Similarly, to provide a mechanistic model of 
one of the predicted consequences of the recently identified 
human Htr1a C(-1019)G polymorphism, a new strategy to 
manipulate 5-HT1A autoreceptors in raphe nuclei without 
affecting 5-HT1A heteroreceptors, generating mice with higher 
(1A-High) or lower (1A-Low) autoreceptor levels, has been 
performed [38]. Adult 5-HT1A-Low mice with 5-HT1A auto-
receptor deficiency in DRN neurons as compared to 5-HT1A-
High mice, exhibited reduced susceptibility to daily mild 
stressors (gavage) in the tail suspension test (TST) but not in the 
FST [38] (Table 1). However, in basal state, 1A-Low mice 
displayed less behavioral despair in the FST, suggesting an 
active coping mechanism to stress over time [38] (Table 1). 
Overall, these data suggest that reduced 5-HTR1A expression 
correlates with stress resiliency, even if opposite results in 
female monkeys were reported with higher 5-HT1A-positive 
cell numbers in the DRN of HSR individuals [33, 34] (Table 1). 
 5-HT2A receptors (5-HTR2A) were also implicated in 
pathophysiology of emotional disorders, since brain imaging 
studies revealed a decrease in 5-HTR2A binding in cortical 
[39-41] and hippocampal [42, 43] regions of depressed pa-
tients, and an increase in 5-HTR2A binding in the caudate 
nucleus of unmedicated patients with OCD [44]. Regarding 
the role of 5-HTR2A in stress resilience specifically, the data 
remain poor. A 3-fold increase in 5-HTR2A expression in the 
PFC of CMS-resilient mice relative to control mice have 
been reported, even though this change was also observed in 
the PFC of CMS-vulnerable mice, with no significant differ-
ence between resilient and vulnerable groups [31]. In addi-
tion, higher 5-HTR2A binding was also observed in the cortex 
of CMS rats [45]. The difference reported between CMS-
resilient and CMS-vulnerable mice was an increase in 5-
HTR2A expression in the striatum of susceptible compared to 
control mice, whereas resilient mice did not show any 
change [31]. However, Farhang and collaborators did not 
find any difference in levels of 5-HTR2A in either cerebral 
hemispheres of resilient rats to CMS [46], indicating that the 
connection between these receptors and stress resilience is 
not well-established. 

7.4. The Serotonin Antidepressants in Preventing Stress  
Resilience 
 Antidepressants are typically used to treat existing de-
pressive symptoms, but chronic antidepressant treatment also 

protects against subsequent depressive episodes [47]. Clini-
cal practices recommend a 6 to 24 month antidepressant 
maintenance therapy to prevent recurrence, once an acute 
episode and the continuation treatment phase are over [48]. 
Placebo-controlled, double blind and randomized studies 
designed in patients with unipolar major depression demon-
strated the efficacy of fluoxetine (20 mg/d) for the preven-
tion of new depressive episodes, since treated patients were 
symptom-free for a longer period of time than patients as-
signed to placebo [49, 50]. In the same way, one-year treat-
ment with paroxetine (20-30 mg/d) was effective in prevent-
ing the reappearance of depression for one year in depressed 
patient with more than two previous episodes in the preced-
ing four years [51]. Citalopram (20 or 40 mg/d) treatment for 
24 weeks in patients with MDD provided evidence for pre-
venting relapse as compared to placebo [52]. Additionally, a 
52-week treatment with sertraline in depressed patients con-
ferred significantly greater prophylaxis against depression 
relapse and recurrence than did placebo [53]. In order to 
evaluate the efficacy of the different SSRIs in relapse pre-
vention and prophylaxis of depression, Peselow and col-
leagues conducted a 3-year follow-up of MDD patients who 
had initially responded to SSRIs. Escitalopram and fluoxet-
ine had the highest numerical prophylactic efficacy with 
36% and 33.3% of the patients remained recurrence-free, 
respectively, although these differences were not statistically 
significant [54]. These results confirm the potential benefit 
of long-term pharmacotherapy for treating depressive illness. 

 However, one critical question emerges from these stud-
ies on the potential protectiveness of SSRIs: would these 
drugs confer similar prophylaxis if administered to healthy 
patients who are at-risk for developing mental illnesses such 
MDD or anxiety disorders? For example, fluoxetine (7.5 
mg/kg/d, 21 days) pretreatment before SD seemed to prevent 
the defeat-induced anxiety-like behavior in Lewis rats, a 
highly stress-sensitive strain [55] (Table 1). However, these 
results must be interpreted with caution, since no comparison 
was made between defeated rats pretreated with vehicle and 
defeated rats pretreated with fluoxetine. Moreover, chronic 
fluoxetine (20 mg/kg/d, 14 days) treatment in C57BL/6J 
non-stressed mice has been shown to suppress depression-
related behaviors in the TST, but impair anxiety and stress-
coping ability in the EPM and in the OF [56]. Recently, it 
was demonstrated that administration of fluoxetine (18 
mg/kg/d, 3 weeks) before the start of SD in 129S6/SvEvTac 
mice did not consistently protect against stress-induced de-
pressive- and anxiety-like behavior, respectively, in the FST 
and in the EPM [57] (Table 1). However, fluoxetine pre-
treatment (18 mg/kg/d, 3 weeks) in C57BL/6NTac mice pre-
vented the CORT-induced immobility in the FST, but did not 
protect against CORT-induced depressive- and anxiolytic-
like behavior in the other paradigms [57] (Table 1). These 
latest results may be related to the antidepressant-like effects 
of fluoxetine more than a prophylactic effect, since the FST 
has originally been developed to screen drugs based on acute 
administration before the swim stress. Systemic administra-
tion of escitalopram (4 mg/kg/d, 14 days), concurrent with a 
CMS procedure in 129S1/SvImJ mice, prior to testing in the 
hole-board test (HBT) appeared to increase the time spent in 
the center of the hole-board, which is assumed to be aversive 
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to rodents, but reduced the number of head dipping com-
pared with saline-treated mice, which may reflect anxiogenic 
behavior [58] (Table 1). Moreover, escitalopram failed to 
reverse the depressive-like symptoms induced by CMS; 
rather, it increased immobility in the FST in treated stressed 
mice compared to non-treated stressed mice [58] (Table 1). 
In conclusion, prophylactic SSRI administration, at least in 
rodents as a protective strategy for stress-induced anxi-
ety/depression-like behavior, is not fully efficient, but as we 
will describe later, other drugs may be more useful. 

8. THE GLUTAMATERGIC SYSTEM 
8.1. The N-methyl-D-aspartate (NMDA) Receptor 

 In the early 1990s, the glutamatergic pathway emerged as 
one of the most promising approaches for developing new 
antidepressant therapies, since an acute N-methyl-D-
aspartate (NMDA) receptor blockade has been shown to im-
prove behavioral deficits induced by inescapable stressors in 
NIH-Swiss and C57BL/6J mice [59]. Several years later, 
postmortem and magnetic resonance spectroscopy (MRS) 
studies reported region-dependent findings concerning glu-
tamate or glutamine levels in MDD and BP patients, with 
higher levels in the frontal [60] and occipital [61] cortices 
and lower levels in the prefrontal [62, 63] and the anterior 
cingulate cortices [64, 65]. The literature so far provides 
contradictory results for glutamate levels in the hippocampus 
[66-68]. In rodents, exposure to stress produced an increase 
in glutamate release in regions mediating emotional behav-
ior, as measured by intracerebral microdialysis [69]. In re-
gards to specific glutamate receptors, some but not all stud-
ies have found a reduced NMDA binding affinity and ex-
pression in different brain regions of patients with MDD (for 
review, see [70]). Moreover, animal studies confirmed that 
dysfunctional subunits of the NMDA receptor may contrib-
ute to the pathophysiology of mood disorders, as mice lack-
ing NR2A [71], NR2B in principal cortical neurons [72], or 
NR2D [73] NMDA receptor subunits exhibited strong anx-
iolytic- and antidepressant-like phenotypes relative to litter-
mate control or heterozygous mice (Table 2). Nevertheless, a 
recent study invalidated these observations for NR2D 
knockout (KO) mice, which displayed anhedonic- and de-
pressive-like behaviors in the sucrose preference test (SPT) 
and TST [74] (Table 2). 

 Overall, consistent with a promisingly significant role of 
NMDA receptors in mood disorders, a number of clinical 
trials demonstrated that targeting NMDA receptors with an-
tagonists may be efficacious for treating mood disorders, as 
exemplified by the rapid and persistent antidepressant effect 
induced by ketamine, an NMDA receptor antagonist, follow-
ing a single injection at sub-anesthetic doses in MDD or BP 
with or without treatment-resistance patients [75-79]. Clini-
cal antidepressant efficacy of ketamine is clear, but studies in 
other psychiatric illnesses, like anxiety disorders, are more 
limited, although ketamine seems to persistently improve 
anxiety-like symptoms in anxious patients [80, 81], reduce 
PTSD symptom severity [82], or decrease OCD symptoms 
[83]. While ketamine given after a stressor did not protect 
against stress-induced depressive-like behavior for some 
preclinical studies [57, 84], it is an excellent candidate for 
plausible resilience-enhancing pharmaceuticals. Indeed, in 

mice, a single injection of ketamine (30 mg/kg) one week 
before an SD stress procedure protected mice against depres-
sive-like behavior in the FST but did not prevent anxiety-like 
behavior in the EPM [57] (Table 2). Furthermore, a single 
injection of ketamine (30 mg/kg) in mice 1 week before LH 
training protected against LH-induced coping deficits to deal 
with inescapable shocks [57] (Table 2). In the CORT model, 
a single injection of ketamine (90 mg/kg) before a 3-week 
CORT treatment was protective against depressive-like be-
haviors in the splash test (ST) and the novelty suppressed 
feeding (NSF), but not against anxiety-like phenotype in the 
EPM [57] (Table 2). Finally, in male Sprague Dawley rats, 
administration of ketamine (10 mg/kg), 2 weeks, 1 week, or 
2 hours before inescapable tail shocks (IS) blocked the IS-
induced decrease in time spent in social juvenile exploration 
at any of time intervals between ketamine and testing [85] 
(Table 2). However, ketamine (30 mg/kg) buffered fear ex-
pression only when administered 1 week before contextual 
fear conditioning (CFC), but not 1 month, 24 hours, or 1 
hour prior to CFC in 129S6/SvEvTac mice [86] (Table 2). 
Interestingly, a single injection of ketamine 1 hour following 
a 3-shock reinstatement decreased subsequent fear expres-
sion but did not prevent fear reinstatement when adminis-
tered 1 week prior to 1- or 3-shock reinstatement [86]. To-
gether, these results suggest a long-lasting protective effect 
of ketamine prior to stressful events that persist up to 3 
weeks, but that the timing of administering ketamine relative 
to a stressor is critical for its effectiveness. 

8.2. The α-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxa-Zolepro- 
pionic Acid (AMPA) Receptors 
 In addition to NMDA receptors, α-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) receptors have 
also been proposed to be a major factor in the pathophysiol-
ogy and treatment of mood disorders, but their role has been 
largely neglected. AMPA receptor activation is required for 
the antidepressant effects of ketamine, since blockage of 
AMPA receptor with NBQX antagonist pretreatment attenu-
ated ketamine-induced antidepressant-like behavior in the 
FST [87]. Autoradiography in post-mortem brains of mood 
disorder-suffering subjects found increased AMPA binding 
density in the anterior cingulate cortex (ACC) of MDD pa-
tients [88] whereas GluR1 and GluR3 subunits of AMPA 
receptors were downregulated in the perihinal cortex of 
MDD and BP individuals [89]. In preclinical studies (sum-
marized in [90]), acute or chronic stress exposure in animal 
models resulted in conflicting data concerning changes in 
AMPA receptor gene expression, depending on brain areas, 
especially for the GluR1 subunit. Numerous studies agree 
that the non-specific deletion of the GluR1-containing 
AMPA receptors in forebrain neurons reduced immobility in 
the FST and in the TST, increased time into the open arms in 
the EPM, and increased entries in the center in the OF as 
well as in the light compartment in the light dark test (LDT), 
suggesting that GluR1 deletion protects against acute stres-
sors [91, 92] (Table 2). However, others studies reported 
depressive-related behavior in GluR1 KO mice with true 
coping deficits in the LH paradigm, not caused by an altered 
pain sensitivity [93] (Table 2). Thus, the protective effects of 
GluR1 deletion might only be due to exaggerated increases in 
locomotor activity during exposure to a novel environment 
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Table 2. Role of the different glutamatergic pathway-related key players in the stress-vulnerability and resilience in animals. 

Species Strain Sex/Age Model/Treatment Stress Duration Results (vs Control) Refs. 

Vulnerable (↓ social avoidance vs 
non-stressed) 

GluR1 expression: ↑ in NAc 
GluR2 expression: ↓ in NAc 

Mouse C57BL/6J 
� 

Adult Resilient (no difference in social 
avoidance vs non-stressed) 

SD 10 days GluR1 expression: no difference in 
NAc 

GluR2 expression: ↑ in NAc 

Vialou et al., 
2010 

Mouse 
mixed 129S1/Sv- 

p+Tyr+KitlSl−J/+; 
129X1/SvJ 

�� 
2-10 

months 
Ø acute 

EPM: ↑ entries in OA, ↓ times in CA 
LDT: ↑ entries in light 

FST: ↓ immobility 

Fitzgerald et 
al., 2010 

Mouse 
B6N.129-

Gria1tm2Rsp/J 

�� 
15-30 
weeks 

Ø acute 
EPM/OF: ↑ time in OA/center 

FST/TST: ↓ immobility 
Social interaction: ↑ interaction 

Maksimovic 
et al., 2014 

Mouse C57BL/6 
� 
3-6 

months 

GluR1 KO  
(vs WT) 

Ø acute 
LH testing: ↑ latency to escape, ↑ es-

cape failure 
Chourbaji et 

al., 2008 

Mouse C57BL/6 
� 

12 weeks 

GluR1 KO (glutamatergic neu-
rons) 

(vs WT) 
Ø acute 

EZM: no difference 
LH testing: no difference 

Vogt et al., 
2014 

Mouse C57BL/6N  
� 

Adult 
GluR1 KO 5-HT neurons) 

(vs WT) 
Ø acute 

EZM/LDT: ↓ time/entries in OA/light 
FST/TST: no difference 

LH testing: no difference 

Weber et al., 
2015 

Mouse 
mixed C57BL/6J; 

129Sv 
� 
ND 

GluR1 KO Ø acute EPM: ↓ time in OA 
Mead et al., 

2006 

Vulnerable ( ↓ social avoidance vs 
non-stressed) 

GluR2 expression: ↓ in NAc 

Mouse C57BL/6J 
� 

Adult Resilient (no difference in social 
avoidance vs non-stressed) 

SD 10 days 

GluR2 expression: ↑ in NAc 

Vialou et al., 
2010 

Mouse CD1 
� 
ND 

GluR2 KO Ø acute EPM: ↑ time in OA, ↓ entries in CA 
Mead et al., 

2006 

Mouse C57BL/6J 
� 

Adult 
mGluR2 KO Ø acute EPM/B&W Alley/OF: no difference 

De Filippis et 
al., 2015 

Vulnerable (↓ sucrose prefer-
ence/↑ immobility in FST vs non-

stressed) 
mGluR2 expression: ↓ in PFC 

Mouse C57BL/6J 
� 

6 weeks Resilient (no difference in sucrose 
preference/immobility vs non-

stressed) 
mGluR2 expression: ↓ in 

PFC/hippocampus 

Mouse ND ND mGluR2 KO 

CMS 28 days 

FST: ↑ immobility 
Coat-state: ↑ deterioration 

Nasca et al., 
2015 

Mouse 
mixed C57BL/6; 

129Sv/Ev 
� 

Adult 
GluK2 KO 

(vs WT) 
Ø acute 

EPM/OF:↑ time/entries in OA/center 
FST: ↓ immobility 

Shaltiel et al., 
2008 

Mouse C57BL/6J 
� 

Adult 
mGluR3 KO 

(vs WT) 
Ø acute EPM/B&W Alley/OF: no difference 

De Filippis et 
al., 2015 

Mouse 
mixed C57BL/6J; 

129Sv 
� 

Adult 
GluK4 KO  

(vs WT) 
Ø acute 

EZM: ↑ time/distance in OA 
Marble burying: ↓ marble 

NSF: ↓ latency to feed 
FST: ↓ immobility 

Catches et al., 
2012 

(Table 2) contd…. 
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Species Strain Sex/Age Model/Treatment Stress Duration Results (vs Control) Refs. 

Vulnerable (↓ social avoidance vs 
non-stressed) 

mGluR5 expression: ↓ in NAc 

Resilient (no difference in social 
avoidance vs non-stressed) 

SD 12 days 
mGluR5 expression: no difference in 

NAc 

LH 3 days 
LH testing: ↑ latency to escape, ↑ es-

cape failure 
FST/TST: ↑ immobility 

SD 3 days Social interaction: ↑ social avoidance 

Mouse C57BL/6J 
� 

12-20 
weeks 

mGluR5 KO 
(vs WT) 

RS 3 days SPT: ↓  

Shin et al., 
2015 

Mouse C57BL/6J 
� 
ND 

mGluR5 KO 
(vs WT) 

Ø acute FST: ↓ immobility Li et al., 2006 

Mouse C57BL/6J 
ND 

10-14 
weeks 

mGluR7 KO 
(vs WT) 

Ø acute 
FST/TST: ↓ immobility 

LDT: ↑ transitions 
EPM: ↑ time/entries in OA 

Cryan et al., 
2003 

Ø acute EPM: ↓ time/entries in OA 
Mouse 

mixed 129Sv; 
C57BL/6J; ICR  

� 
12 weeks 

mGluR8 KO 
(vs WT) RS 30 min EPM: no difference 

Linden et al., 
2002 

Mouse C57BL/6J 
�� 
> 10 

weeks 

NR2A KO  
(vs WT) 

Ø acute 
EPM/LDT: ↑ time/entries in OA/light  

OF: ↑ time in center 
FST/TST: ↓ immobility 

Boyce-Rustay 
& Holmes, 

2006 

Mouse ND 
� 

50-70 
days 

NR2B KO (cortical neurons) 
(vs WT) 

Ø acute 
EPM: ↑ time in OA 

FST/TST: ↓ immobility 
SPT: no difference 

Miller et al., 
2014 

Mouse C57BL/6J 
ND 

3 months 
Ø acute 

EPM: ↑ time/entries in OA 
LDT: ↑ time in light 
FST: ↓ immobility 

Miyamoto et 
al., 2002 

Mouse ND 
� 

Adult 

NR2D KO 
(vs WT) 

Ø acute 
NSF/Marble burying: no difference 

TST: ↑ immobility 
SPT: ↓  

Yamamoto et 
al., 2017 

Ketamine (30 mg/kg) 
1 week before stress 

SD 2 weeks 

EPM: did not reverse defeat-induced ↑ 
time in CA 

Social interaction: ↓ social avoidance 
FST: reverse defeat-induced ↑ immobil-

ity 
CFC/NSF: no difference 

Mouse 129S6/SvEvTac 

Ketamine (30 mg/kg) 
1 week before stress 

  LH testing: ↓ latency to escape 

Mouse C57BL/6NTac  

� 
8-10 

weeks 

Ketamine (90 mg/kg) 
1 week before stress 

CORT 3 weeks 

EPM: did not reverse CORT-induced ↑ 
time in CA 

NSF/ST/FST: reverse CORT-induced ↑ 
latency to feed, ↑ grooming latency, ↑ 

immobility,  

Brachman et 
al., 2016 

Mouse 129S6/SvEvTac  
� 

8 weeks 

Ketamine (30 mg/kg) 
24 hours, 1 week, 1 month before 

stress 

3-
shock 
CFC 

 
Fear extinction: ↓ freezing at 1 week 

Fear reinstatement: no difference  
McGowan et 

al., 2017 

Rat Sprague Dawley 
� 
ND 

Ketamine (10 mg/kg) 
2 hours, 1 week, 2 weeks before stress 

IS  
Social interaction: reverse IS-induced 

social avoidance at any of time 
Amat et al., 

2016 

Mouse/Rat 
NIH-Swiss mice 
Sprague–Dawley 

rats 

� 
ND 

LY392098 (0.5, 1 mg/kg) 
1 hour before testing 

  FST: ↓ immobility Li et al., 2001 

Abbreviations: 5-HT: serotonin; B&W: black & white; CA: closed arms; CFC: contextual fear conditioning; CMS: chronic mild stress; CORT: corticosterone; EPM/EZM: elevated 
plus/zero maze; FST: forced swim test; IS: inescapable shock; KO: knock-out; LDT: light/dark test; LH: learned helplessness; ND: non-determined; NAc: nucleus accumbens; ND: 
non-determined; NSF: novelty suppressed feeding; OA: open arms; OF: open field; PFC: prefrontal cortex; RS: restraint stress; SD: social defeat; SPT: sucrose preference test; ST: 
splash test; TST: tail suspension test; WT: wild-type. 
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reported by all the studies. Interestingly, restricted ablation 
of GluR1 in glutamatergic neurons did not result in behav-
ioral changes associated with mood disorders [94], whereas 
KO mice lacking GluR1 specifically in 5-HT neurons of the 
DRN, showed increased anxiety-like behavior [95] (Table 2). 
This discrepancy between global and 5-HT DRN neuron-
specific GluR1 KO might be related to a reduction in THP2 
expression and activity in the DRN as well as reduction in 
tissue levels of 5-HT in GluR1 KO mice [95]. 

 Hence, data concerning the association between the 
GluR1 subunit and stress resilience or vulnerability are not 
clear for now, but other subunits of AMPA receptors might 
be involved in protective action against adverse experience. 
For instance, mice resilient to a 10-day SD showed increased 
GluR2 mRNA expression compared to control mice, while 
susceptible mice displayed a decrease in GluR2 levels in  
the nucleus accumbens (NAc) [96] (Table 2). Moreover, in 
adult male mice, overexpression of ΔFosB, a transcription 
factor targeting GluR2-containing AMPA receptors, specifi-
cally in the NAc reduced the propensity to develop social 
avoidance in mice subjected to chronic SD. Conversely, 
blockade of ΔFosB function promoted stress susceptibility 
[96]. Thus, induction of GluR2 in resilient mice appeared to 
reflect a direct effect of ΔFosB on the GluR2 gene, as ΔFosB 
binding to the GluR2 promoter is increased in these mice 
[96]. Yet, mice lacking the GluR2 subunit showed reduced 
anxiety in the EPM, but the markedly impaired motor com-
petence of these mice precludes a definitive conclusion [97] 
(Table 2). 

 Despite contradictory outcomes from GluR1 and GluR2 
studies, AMPA potentiating agents might be a promising 
new approach for increasing stress resilience and preventing 
stress-induced depressive-like states. For example, AMPA 
potentiator agents administered 1 hour before an acute stres-
sor (FST and TST paradigms) induced antidepressant-like 
effects in both rats and mice [98] (Table 2). They also pre-
vented against chronic stress-induced increases in corticos-
terone levels and stress-induced increases in latency to feed 
in NSF as compared with vehicle-treated mice [99]. Conse-
quently, there is some evidence pointing to AMPA receptors 
as one potential molecular cause for individual stress vulner-
ability but also as a novel therapeutic targets for inducing 
resiliency for stress-related disorders. 

8.3. The Kainate Receptors 
 Kainate receptors, a third glutamate ionotropic receptor, 
have also been implicated in anxiety and depression 
physiopathology, but still remain poorly explored. Among 
all the kainate receptor subunits (GluK1-5, previously called 
GluR5-7 and KA1-2), only the GluK5 subunit mRNA was 
decreased in the PFC of individuals with MDD or BP [100]. 
Also, decreased GluK2 mRNA expression in the entorhinal 
cortex has been found to correlate with MDD [89] as well as 
treatment-emergent suicidal ideation during treatment with 
escitalopram [101]. Moreover, genetic variations in the in-
tronic region of the GluK2 gene suggested a potential asso-
ciation with somatic anxiety [102]. Further, a GluK3 gene 
polymorphism has been shown to be associated with recur-

rent MDD [103], while 2 single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) in the GluK4 gene is associated with a protective 
effect against BP [104]. 

 As previously mentioned, clinical evidences suggest that 
GluK2 may be a potential candidate gene in mood disorder 
susceptibility [89, 101]. Preclinical data are consistent with 
them because mice with genetically deleted GluK2 receptors 
exhibited less anxiety-like behavior in the OF and EPM and 
displayed an antidepressant-like phenotype in the FST, 
though these effects may be confounded by an increase of 
spontaneous locomotor activity [105] (Table 2). Finally, 
GluK4 KO mice showed a reduction in anxiety-like behavior 
in the EZM, the marble-burying test, and the NSF paradigm, 
as well as an antidepressant-like phenotype in the FST and 
the SPT, without effects on locomotor activity [106] (Table 
2). In conclusion, progress remains to be made regarding 
involvement of kainate receptors in stress vulnerability or 
resiliency. 

8.4. The Glutamatergic Metabotropic Receptors (mGluRs) 

 mGluRs are subclassified into three groups, based on 
sequence homology, G-protein coupling and ligand selectiv-
ity. In Group I, mGluR1 is associated with schizophrenia, 
while mGluR5 may play an important role in mood disorders 
[107]. In postmortem tissue, magnetic resonance spectros-
copy (MRS) and positron emission tomography (PET) stud-
ies found reduced mGluR5 expression in MDD patients, 
whereas mGluR5 binding was increased in OCD patients. 
Moreover, in Flinders Sensitive Line (FSL) rats, proposed to 
be a model of retarded depression, lower densities of 
mGluR5 in the brain limbic structures were observed as 
compared to control Flinders Resistant Line (FRL) rats 
[108]. In two other models of anxiety and depression in male 
rats, elevated glucocorticoids and prenatal restraint stress, 
mGluR5 protein expression was reduced in the hippocampus 
[109, 110]. Finally, segregation of chronically stressed mice 
into susceptible and resilient subpopulations showed that 
susceptible mice exhibited less mGluR5 in the NAc than ei-
ther resilient or control mice [111] (Table 2). Moreover, after 
a 3-day exposure to LH, SD, or restraint stress, mGluR5 KO 
mice exhibited enhanced susceptibility to stress-induced de-
pression, social avoidance, and anhedonia [111] (Table 2). 
However, both social avoidance and anhedonia in mGluR5

 

KO was reversed by lentiviral rescue of mGluR5 in the NAc 
[111]. Hence, mGluR5-deficient mice failed to deploy effec-
tive defenses against chronic stress-induced depression, al-
though Li and collaborators found a reduction of despair 
behavior in the FST [112] (Table 2). Due to the outcomes 
variation, the role of mGluR5 in stress resilience remains 
uncertain. 

 In Group II, clustering mGluR2 and mGluR3, the clinical 
data first suggested a strong increase in mGluR2/3 level in the 
postmortem PFC of MDD subjects [113]. However, these 
data were later refuted by Muguruza’s group which reported 
no changes in expression and density in the PFC of MDD 
subjects [114]. Based on the preclinical data, a decrease in 
mGluR2/3 gene expression in the hippocampus and an in-
crease in the frontal cortex was a hallmark of rats exhibiting 
depressive-like behavior [115, 116]. Indeed, vulnerable and 
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resilient mice to unpredictable chronic stress (UCMS) had a 
decreased hippocampal mGluR2 expression, but only resil-
ient mice exhibited 82% lower mGluR2 expression within 
the PFC [117] (Table 2). No consistent difference in anxiety-
like behavior was found between mice lacking mGluR2 
and/or mGluR3 and their respective controls [118] (Table 2). 
Yet, mGluR2 is essential for promoting resilience to stress, 
since mGluR2 KO mice subjected to 28-day UCMS resulted 
in higher immobility in the FST, as well as a severe deterio-
ration of the coat-state rating scale [117] (Table 2). 

 In Group III, mGluR4, mGluR6, mGluR7 and mGluR8 
have been suggested to be involved in mood disorder 
physiopathology. Due to the lack of specific ligands for these 
receptor subtypes, various studies have been conducted in 
genetically modified mice. Thus, mGluR7 KO mice exhibited 
an antidepressant-like phenotype and anxiolytic-like behav-
ior [119] (Table 2). In contrast, naïve 12-week-old mGluR8 
KO mice displayed higher anxiety-related state in the EPM 
[120] (Table 2). Interestingly, when mGluR8 KO mice were 
tested in more stressful conditions or immediately after a 30-
minute restraint stress in the EPM, no difference was ob-
served between WT and KO mice, suggesting that the anxi-
ety-like state of WT mice, but not KO mice, increases under 
more stressful conditions (Table 2). In conclusion, Group III 
receptors might play a role in acute stress resilience, but their 
protective potential against chronic stress still need further 
consideration. 

 With the exception of the clear long-lasting protective 
effect of ketamine, many studies have reported discrepant 
results depending on the target glutamatergic receptors. 
However, it is clear that the glutamatergic pathway is in-
volved in stress resilience, though further research is needed 
for understanding how it can modulate stress vulnerability or 
resiliency. 

9. THE γ-AMINOBUTYRIC ACID (GABA) SYSTEM 
 GABAergic neurotransmission is currently considered a 
key player in the control of fear and anxiety, but the role of 
the glutamate-GABA balance is becoming increasingly rele-
vant in the development and treatment of stress-induced 
mood disorders. Abnormalities in the benzodiazepine (BZD) 
site, localized on the GABAA receptor, have been associated 
with the etiology and modulation of anxiety from imaging 
studies (see, e.g., the review of [121]). The GABAergic hy-
pothesis in anxiety disorders has been well established, par-
ticularly in regards to successful efficacy of BZD in treating 
anxious patients. A recent meta-analysis of the existing MRS 
GABA studies across psychiatric disorders described lower 
GABA levels in MDD patients, but not in remitted MDD 
patients compared with healthy controls, and no significant 
difference in individuals with BP, panic disorder, or PTSD 
[122]. However, road traffic accident victims who developed 
PTSD had lower GABA-plasma levels 6 weeks after their 
accident. Interestingly, 75% of victims who had plasma 
GABA levels above 0.20 mmol/ml immediately after the 
accident and met criteria for PTSD 6 weeks after their  
accident were remitted at the 1-year follow-up, indicating 
that higher levels of GABA after a traumatic event may pro-
tect against chronic PTSD [123]. Seven-week CMS non-

anhedonic rats developed a significant increase in chole-
cystokinin- and neuropeptide Y-positive GABAergic neu-
rons density in the orbitofrontal cortex, as compared to an-
hedonic rats [124] (Table 3). Thus, alterations in GABAergic 
transmission may represent some aspects of the pathophysi-
ology of depression (reviewed in [125]). 

9.1. The GABAergic Receptors 
 The development of more selective agents has led to the 
identification of two distinct classes of GABA receptors: 
GABAA and GABAB. The pentameric GABAA receptor has 
been shown to have a critical role in the etiology of anxiety 
disorders, as patients with panic disorders or GAD show a 
reduction in BZD binding throughout the brain (for review, 
see [121]). A genetic association study revealed that com-
mon polymorphisms in the GABAA receptor α2, α3, α6, and 
γ2 genes do not play a major role in liability to anxiety dis-
orders and MDD [126]. Feusner and collaborators reported 
an association between polymorphisms in the GABAA recep-
tor ß3 subunit and higher symptom severity in anxiety and 
depression symptoms in a population of PTSD patients 
[127]. On the preclinical side, exposing juvenile rats to early 
postnatal stress resulted in an anxiety-like phenotype in 
adulthood associated with a decrease in the GABAA receptor 
α1/α2 ratio in both the amygdala and hippocampus, and 
α1/α3 ratio in the amygdala, suggesting that the α2 and α3 
subunits might confer vulnerability to stress. As expected, 
specific deletion of the GABAA α1 subunit in corticotrophin-
releasing hormone neuron enhance anxiety-like phenotype in 
the EPM and in the OF, impaired extinction of conditioned 
fear, but did not impact depressive-like behavior [128] (Ta-
ble 3). It is noteworthy that genetic inactivation of α2-
containing GABAA receptors results in a depressive-like 
phenotype, as indicated by increased immobility in the FST 
and the TST and a trend for increased latency to feed in the 
NSF [129] (Table 3). If GABAA α3 KO mice showed an 
enhance in swimming behavior, there is no evidence for an 
increase in the SPT [130] (Table 3). However, α2 or α3 dele-
tion, in global brain or in intra-hippocampal areas of adult 
mice, did not affect baseline anxiety-like behavior in the 
EPM or in the OF [130-132] (Table 3). Finally, as homozy-
gous GABAA γ2 KO is lethal in the perinatal period, het-
erozygous γ2 KO mice, with markedly attenuated expression 
of γ2 gene, was used to assess the protective role of this 
subunit in mood disorders. It appeared that GABAA γ2 plays 
a protective role, as γ2 KO mice had enhanced anxiety-
related reactivity to natural aversive stimuli in the EPM and 
the LDT [133, 134] (Table 3). Collectively, the findings on 
various KO mice GABAA receptors identify α1- and γ2-
containing GABAA receptors as key subtypes mediating re-
silience against acute stressors, but the role of all subunits of 
GABAA receptors should also be studied in chronic stress 
conditions, with applications to the stressful life events in 
humans leading to mental disorders. 

 GABAB receptors are emerging therapeutic targets for 
treating stress-related disorders since deficits in cortical 
GABAB receptors has been observed in MDD and treatment 
resistant MDD (TRD) patients [135]. A recent study sug-
gested that the GABAB(1) receptor subunit isoforms differen-
tially regulate resilience or vulnerability to either early life 
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Table 3. Role of the different GABAergic pathway-related key players in the stress-vulnerability and resilience in animals. 

  Species Strain Sex/Age Model/Treatment Stress Duration Results (vs Control) Refs. 

G
A

B
A

er
gi

c 
ne

ur
on

s 

Rat Wistar rats 
♂�

5–6 weeks 

Resilient (< 10% within 
subject ↓ sucrose intake)�

(vs vulnerable) 
CMS 7 weeks 

CCK-positive GABAergic neurons: ↑ in 
ventral orbitofrontal cortex �

NPY-positive GABAergic neurons: ↑ in 
lateral orbitofrontal cortex 

Varga et al., 
2017 

Mouse 
mixed 

C57BL/6; 
FVB 

ND 
α1 KO (CRH neurons)�

(vs WT) 
Ø acute 

EPM/OF: ↓ time in OA/center�
TST: no difference�

Fear extinction: ↑ freezing 

Gafford et al., 
2012 

♂�
ND 

FST: ↑ immobility in first 2 minutes, no 
difference in last 4 minutes�

TST: ↑ immobility�
NSF: trend to increase latency Mouse 129×1/SvJ 

♀�
ND 

α2 KO (vs WT) Ø acute 

FST: ↑ immobility in first 2 minutes�
TST/NSF: no difference 

Vollenweider 
et al., 2011 

Mouse 
mixed 

C57BL/6J; 
129X1/SvJ 

♂�
12 weeks 

α3 KO (vs WT) Ø acute 
FST: ↓ immobility�

Sucrose preference: no difference 
Fiorelli et al., 

2008 

Mouse 
mixed 

C57BL/6; 
129/SvJ 

ND γ2 KO (vs WT) Ø acute 
EPM/LDT: ↓ time/entries in OA/light�

CFC: no difference 
Crestani et al., 

1999 

G
A

B
A

(A
) r

ec
ep

to
rs

 

Mouse 
mixed 

C57BL/6J; 
129S1/X1 

ND 
Adult 

γ2 KD (vs WT) Ø acute EPM: ↓ time/entries in OA 
Chandra et al., 

2005 

Ø acute 

Sucrose preference: no difference 
FST: ↓ immobility �
TST: ↑ immobility �

Social interaction: ↓ 

MS 14 days 

Sucrose preference: ↓�
FST: no difference�
TST: ↑ immobility�
EPM: no difference 

1A KO (vs WT) 

SD 10 days Social interaction/sucrose preference: ↓ 

Ø acute 
Sucrose preference: no difference 

FST/TST: ↓ immobility �
Social interaction: no difference 

MS 14 days 
Sucrose preference: no difference 

FST/TST: ↓ immobility �
EPM: no difference 

G
A

B
A

(B
) r

ec
ep

to
rs

 

Mouse BALB/c 
♀♂�

Adult 

1B KO (vs WT) 

SD 10 days 
Social interaction/sucrose preference: no 

difference 

O'Leary et al., 
2014 

Mouse ND 
♂�

6-8 weeks 
Ø acute OF/EZM: ↑ time/entries in center 

Gong et al., 
2015 

G
A

T
 

Mouse C57BL/6J 
♂�

12–18 weeks 

GAT-1 KO (vs WT) 

Ø acute 
FST/TST: ↓ immobility�

EPM/LDT: ↑ time/entries in OA/ light 
Liu et al., 2007 

Mouse 
mixed 

C57BL/6; 
CBA2 

♂�
Adult 

Ø acute 
LDT: ↓ entries/distance in light�

FST: ↓ immobility 
Stork et al., 

2000 

Mouse C57BL/6 
♂�

> 3 months 
Ø acute OF/EZM: ↓ time in center/OA 

Kash et al., 
1999 

G
A

D
 

Mouse C57BL/6 
ND 

8-12 weeks 

GAD65 KO (vs WT) 

Ø acute Fear extinction: ↑ freezing 
Sangha et al., 

2009 

(Table 3) contd…. 
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 Species Strain Sex/Age Model/Treatment Stress Duration Results (vs Control) Refs. 

Ø acute 

Generalized contextual fear and anxiety: 
no difference 

Pre-conditioning anxiety: no difference 
Depression-like behavior: no difference 

juvenile 
stress 

3 days 

Generalized contextual fear and anxiety: 
no difference 

Pre-conditioning anxiety: ↑ emotionality 
score�

Depression-like behavior: no difference 

isolation 
stress 

for months 

Generalized contextual fear and anxiety: 
↑ emotionality score�

Pre-conditioning anxiety: no difference�
Depression-like behavior: no difference 

G
A

D
 

Mouse C57BL/6NTac 
♂�

8-12 weeks 
GAD65 haplodeficiency (vs 

WT) 

JS + IS ND 
Generalized contextual fear and anxiety: 

↑ emotionality score�
Pre-conditioning anxiety: no difference 

Muller et al., 
2014 

midazolam (1.5 mg/kg) 
5 minutes before stress 

CFC: reverse stress-induced ↑ freezing 

Rat Wistar 
♂�

Adult midazolam (1.0 µg in 
amygdala) 

5 minutes before stress 

RS 30 minutes 

CFC: reverse stress-induced ↑ freezing 

Maldonado et 
al., 2011 

B
Z

D
 

Rat Wistar 
♂�

ND 

midazolam (0.25 mg/kg) 
30 minutes before re-

exposure to stress 
    

Fear reinstatement: no difference in high-
anxiety 

Fear reinstatement: ↓ re-conditioning 
freezing in low-anxiety 

Skorzewska et 
al., 2015  

Abbreviations: BZD: benzodiazepine; CCK: cholecystokinin; CMS: chronic mild stress; CRH: corticotrophin-releasing hormone; EPM/EZM: elevated plus/zero maze; FST: forced 
swim test; GAD: glutamate decarboxylase; GAT: GABA transporter; IS: isolation stress; JS: juvenile variable stress; KD: knockdown; KO: knock-out; LDT: light/dark test; MS: 
maternal separation; ND: non-determined; NPY: neuropeptide Y; OA: open arms; OF: open field; RS: restraint stress; SD: social defeat; TST: tail suspension test; WT: wild-type. 

 

maternal separation or 10-day SD stress [136]. Indeed, the 
authors reported that in the absence of chronic stress, 
GABAB(1a) KO and GABAB(1b) KO mice displayed antide-
pressant-like behavior in the FST, but no difference in the 
SPT [136] (Table 3). Interestingly, following chronic SD, 
GABAB(1a) KO mice showed a decrease in social interaction 
and the SPT, while GABAB(1b) KO mice exhibited resilience 
as compared to WT stressed littermates (Table 3). Similarly, 
after maternal separation, GABAB(1a) KO mice exhibited 
increased anhedonia in the SPT, whereas GABAB(1b) KO 
mice maintained the reduction of immobility in the FST (Ta-
ble 3). Anxiety levels in adulthood were unaffected either by 
genotype or chronic stress procedure in the EPM [136]. In 
conclusion, GABAB(1a) KO mice are more susceptible 
whereas GABAB(1b) KO mice are more resilient to both 
stress-induced anhedonia and psychosocial stress-induced 
social withdrawal. 

9.2. The GABA Transporter (GAT) 
 The GABA transporter (GAT) also many play a major 
role in GABAergic transmission, as it participates in GABA 
homeostasis in the synaptic cleft. Because anxious and de-
pressed individuals seem to have a deficit in inhibitory 
GABAergic activity, GAT may be involved in the patho-
genesis of depression and anxiety. Nevertheless, there is lit-
tle evidence concerning this hypothesis. A case-control asso-
ciation study found a link between two genetic variants lo-

cated on the 5’ region of the GAT-1 gene and severity of 
panic attacks in anxiety disorder patients [137]. Furthermore, 
individuals with an anxiety disorder display a positive clini-
cal response to tiagabine, a selective GAT-1 inhibitor [138]. 
Preclinical studies in GAT-1 deficient mice support the role 
of GAT-1 in mood disorders, as they demonstrate an in-
crease in resilience to acute stress in several behavioral para-
digms related to antidepressant- and anxiolytic-like activity 
[139, 140] (Table 3). 

9.3. The Glutamic Acid Decarboxylase (GAD) 
 Another potential mechanism for the observed decrease 
in GABA levels in psychiatric disorders may involve abnor-
malities in the GABA synthesizing enzyme, glutamic acid 
decarboxylase (GAD) 65/67. Indeed, postmortem studies in 
patients with MDD revealed a significant reduction in 
GAD65 in the PFC [141] or in GAD65/67 density in the hypo-
thalamic paraventricular nucleus (PVN) [142]. Similarly, in 
both mice and rat models of depression, GAD67 expression 
was downregulated in the PFC [143, 144]. Preclinical data 
from mice lacking GAD65 confirmed the necessity of func-
tional GAD65 for preventing anxiety-like behavior and fear 
generalization to neutral stimuli and resistance to fear extinc-
tion in the cued fear conditioning test [145-147] (Table 3). 
But, surprisingly, deletion of the GAD65 gene elicited a re-
duction of stress-induced immobility associated with an en-
hancement of the swimming activity in the FST [145] (Table 3). 
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Unlike homozygous GAD65 mutants, GAD65 haplodeficient 
(GAD65

+/-) mice, which show a delayed postnatal increase in 
tissue GABA content in limbic and cortical brain areas, do 
not display an anxiety- or depressive-like phenotype, but 
rather exhibited similar emotionality to WT mice [148] (Ta-
ble 3). In order to investigate the importance of the GAD65-
mediated postnatal maturation of the GABA system in the 
development of PTSD, Muller and collaborators subjected 
GAD65

+/- mice to either juvenile variable stress, isolation 
stress, or a combination of both stressors before testing their 
adulthood emotionality in a behavioral test battery [148]. In 
generalized contextual fear and anxiety, stressed WT mice 
showed an increased emotionality score following all stress 
procedures, whereas GAD65

+/- mice were susceptible to isola-
tion stress but resilient to variable stress [148] (Table 3). In 
contrast, in pre-conditioning anxiety in the OF and EPM, 
GAD65

+/- mice were resilient to isolation stress but suscepti-
ble to variable stress [148] (Table 3). Altogether, these data 
suggest that GAD65 haplodeficiency confers resilience to 
ELS-induced development of contextual fear generalization, 
which is commonly observed in PTSD patients. 

9.4. Benzodiazepines in Promoting Stress Resilience 
 The fast anxiolytic effects of BZDs are well documented, 
and their use for prophylactic purposes have also been stud-
ied. Indeed, male Sprague-Dawley rats treated for 6 days 
with diazepam (5 mg/kg) and tested 1 hour after the last in-
jection, displayed an attenuation of FST-induced enhance-
ment of plasma corticosterone levels [149]. Similarly, pre-
treatment with midazolam (1.5 mg/kg), administered 5 min-
utes prior to a restraint stress, in male Wistar rats prevented 
stress-induced enhanced conditioned freezing response 
through activation of ERK1/2 pathway into basolateral 
amygdala [150] (Table 3). Moreover, a single injection of 
midazolam (0.25 mg/kg) in low-anxiety but not in high-
anxiety male rats 30 minutes prior to re-exposure to the CFC 
context reduced freezing levels and prevented fear reinstate-
ment [151] (Table 3). Thus, stimulation of the GABAergic 
pathway prior to stress exposure or re-exposure may be rele-
vant pharmacotherapy in regards to PTSD prevention. 

9.5. THE  HYPOTHALAMIC-PITUITARY-ADRENAL 
AXIS (HPA) 
 The HPA axis is a key controller of endocrine and behav-
ioral adaptation to stress by facilitating responses to threat. 
Perception of physically or psychologically stressful situa-
tions is followed by activation of the HPA axis, leading to a 
secretion of the neuropeptide corticotrophin-releasing hor-
mone (CRH) from the PVN, which in turn activates the se-
cretion of adrenocorticotrophic hormone (ACTH) from the 
pituitary. Finally, ACTH stimulates the adrenal cortex, re-
sulting in the secretion of glucocorticoids. Susceptible indi-
viduals exhibit persistently altered stress responses, acting 
principally upon a dysregulation of the negative feedback by 
endogenous glucocorticoids through the glucocorticoid re-
ceptors (GR), leading to chronic enhanced activity of the 
HPA axis and hypersecretion of glucocorticoids (for review, 
see [152, 153]). When glucocorticoids are hypersecreted 
over extended periods of time, the initially beneficial effects 
of HPA axis activation reverse into increased risk to develop 

a mood disorder. This may explain the increased pituitary 
and adrenal gland volume, as well as the elevated circulating 
levels of stress hormones, found in patients diagnosed with 
stress-related emotional disorders. These observations had 
even led to the development of the corticosterone (CORT) 
model in rodents, in which long-term exposure to exogenous 
glucocorticoids induced anxiety- and depressive-like pheno-
type, reversed by antidepressant administration [154]. Thus, 
effective therapeutics to improve stress resilience might be 
possible by targeting different levels of the HPA axis, such 
as CRH or GR. 

9.6. The Corticotrophin-Releasing Hormone (CRH) and 
Its Receptors 
 Several studies have established that patients with mood 
disorders or PTSD present overactivity in CRH transmission. 
They contain higher CRH-positive neurons and CRH recep-
tor density [152], though the contribution of CRH levels in 
the cerebrospinal fluid are still under investigation [155]. 
The preclinical data support this hypothesis, as adult mice 
susceptible to 10 consecutive days of SD showed increased 
CRH mRNA levels in the PVN, while no difference was 
reported in resilient mice [156] (Table 4). Therefore, it is 
reasonable to expect that reduced CRH transmission may 
confer resilience to stress and protect against mood disorder 
development. 

 CRH predominantly acts through CRH1 receptor to pro-
duce anxiety- and depressive-like symptoms; targeting the 
CRH1 receptor might be relevant for preventing stress-
related disorders. One study found that CRH1-deficient mice 
spent a longer time in the light compartment in the LDT and 
in the open arms in the EPM as compared to WT mice [157] 
(Table 4). Interestingly, leaving basal and stress-induced 
activation of the HPA axis intact after postnatal inactivation 
of CRH1 receptor in mouse limbic structures, but not in the 
pituitary, induces an anxiolytic-like phenotype in the LDT 
and the EPM [158] (Table 4). These data are consistent with 
the downregulation of CRH1 receptors observed in the locus 
cœruleus (LC) and amygdala adult male Sprague-Dawley 
rats resilient to unpredictable and inescapable stress [159] 
(Table 4). Thus, it is not surprising to observe an anx-
iolytic/antidepressant-like effect of CRH1 receptor antago-
nism either in preclinical or in clinical studies (see, e.g., the 
review of [152]). In addition, a protective polymorphism 
formed by 3 SNPs located in intron 1 of the CRH1 receptor, 
which either decreased sensitivity of the CRH1 receptor or 
increased negative feed-back regulation of its functioning, 
was identified to lower effects of child abuse on adult de-
pressive symptoms [160]. 

9.7. Cortisol and Its Receptors 

 A meta-analysis of 354 studies including 18,374 subjects 
across both depressed and control groups have reported 
greater cortisol levels in approximately two-thirds of de-
pressed patients [155]. This observation was confirmed in  
an animal study in which adult male C57BL/6 mice were 
stratified into resilient or vulnerable subpopulations after a 
10-day SD exposure [161]. Unlike control or resilient mice, 
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Table 4. Role of the different HPA axis-related key players in the stress-vulnerability and resilience in animals. 

 Species Strain Sex/Age Model/Treatment Stress Duration Results (vs Control) Refs. 

Vulnerable (↑ social avoid-
ance vs non-stressed) 

Crh mRNA levels: ↑ in PVN 

C
R

H
 

Mouse C57BL/6 
♂�

8 weeks Resilient (no difference in 
social avoidance vs non-

stressed) 

SD 10 days 
Crh mRNA levels: no difference in 

PVN 

Elliott et al., 2010 

Vulnerable (mean escape 
latency times > 2 SD vs non-

stressed) 

CRH1 expression: no difference in 
LC, amygdala, striatum 

CRH1 expression: ↓ in cortex 

Rat 
Sprague–
Dawley  

♂�
Adult Resilient (escape latency 

times within 2 SD vs non-
stressed) 

IS 2 hours CRH1 expression: ↓ in LC, 
amygdala, cortex�

CRH1 expression: no difference in 
striatum 

Taneja et al., 2011 

Mouse C57BL/6 
♂♀�

Adult 
CRH1 KO (in pituitary) Ø acute 

LDT: ↑ time in light�
EPM: ↑ time/entries in OA 

Smith et al., 1998 

C
R

H
1 

Mouse 
mixed 129/Sv; 

C57BL/6  
♂�

3-5 months 
CRH1 KO (in anterior fore-
brain and limbic structures) 

Ø acute 
LDT: ↑ time/entries in light�

EPM: ↑ entries in OA 
Muller et al., 2003 

Vulnerable (↑ social avoid-
ance vs non-stressed) 

CORT level after DEX challenge: ↑ 

C
O

R
T

 

Mouse C57BL/6 
♂�

8-12 weeks Resilient (no difference in 
social avoidance vs non-

stressed) 

SD 10 days 
CORT level after DEX challenge: 

no difference 

Jochems et al., 2015 

Mouse 
mixed 

C57BL/6; 
129SV; CBA 

ND 
6 months 

FBGRKO (forebrain-specific 
GR KO) 
(vs WT) 

Ø acute 
FST/TST: ↓ immobility�

SPT: ↓ 
Boyle et al., 2005 

Ø acute 
EZM/LDT/CFC: no difference 

FST: no difference 
CORT level after DEX challenge: ↑ 

LH 2 days 
LH testing: ↑ latency to escape, ↑ 

escape failure 

GR-heterozygous KO (50% 
reduced GR gene) 

RS 30 min CORT level: ↑ 

Ø acute 
EZM/LDT/CFC: no difference 

FST: no difference 
CORT level after DEX challenge: ↓ 

LH 2 days 
LH testing: ↓ latency to escape,  

↓ escape failure 

Mouse 
mixed 

C57BL/6; 
FVB/N 

♂�
3-6 months 

YGR (two-fold increased GR 
gene) 

RS 30 min CORT level: ↓ 

Ridder et al., 2005 

Ø acute 
EPM/LDT: no difference 
FST/TST: ↓ immobility Mouse 

mixed 129/SvJ; 
C57BL/6  

ND 
17-22 months 

FKBP5 KO 
(vs WT) 

RS 10 min CORT level: ↓ 

O'Leary et al., 2011 

Ø acute 
EPM/LDT/FST: no difference 

CORT level: no difference 

G
R

 

Mouse 
mixed 129/SvJ; 

C57BL/6  
♂�

10-16 weeks 
FKBP5 KO 

(vs WT) 
SD 21 days 

EPM: no difference 
FST: ↑ swimming�

CORT level: ↓ 

Hartmann et al., 2012 

(Table 4) contd…. 
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 Species Strain Sex/Age Model/Treatment Stress Duration Results (vs Control) Refs. 

Vulnerable (interaction ratio 
< 100) 

CORT level after DEX challenge: ↑�
Nuclear GR protein expression/GR-

Hsp90 interaction: ↑�
Hsp90 acetylation: ↓ 

Resilient (interaction ratio ≥ 
100) 

SD 10 days CORT level after DEX challenge: no 
difference 

Nuclear GR protein expression/GR-
Hsp90 interaction/Hsp90 Acetylation: 

no difference 

Mouse C57BL/6 
♂�

8-12 weeks 

viral overexpression of acetyl-
mimic Hsp90 mutant 

(in DRN) (vs WT) 

SD 10 days Social interaction: no difference 

Jochems et al., 
2015 

Mouse 129/Sv  
♂�

3-12 months 
HDAC6 KO  Ø acute 

OF: no difference 
EPM: ↑ time/entries in OA�

TST: ↓ immobility 

Fukada et al., 
2012 

Ø acute FST/TST: ↓ immobility 

G
R

 

Mouse C57BL/6 
♂�

8-12 weeks 
HDAC6Pet1Cre KO (in 5-HT 

neurons) SD 10 days Social interaction: no difference 

Espallergues et al., 
2012 

Mouse C57BL/6J 
♂�

3 months 
MR overexpressing  

(vs WT) 
Ø acute 

OF: ↑ time/entries in center�
LDT: ↓ latency to enter in light, ↑ en-

tries in light�
CORT level (before and after stress): no 

difference 

Lai et al., 2007 

Ø acute 
EPM: ↑ entries in OA, ↑ time in OA 

(trend) 

M
R

 

Rat Wistar  
♂�

10 weeks 
MR overexpressing (in BLA) 

(vs WT) 
RS 2 hours 

CORT level: ↓�
EPM: ↑ entries in OA, ↑ time in OA 

(trend)�
OF: ↑ time in center 

Mitra et al., 2009 

Mouse 129/Sv  
♂�

3-12 months 
NCT-14b (HDAC6 inhibitor) Ø acute TST: ↓ immobility 

Fukada et al., 
2012 

D
ru

gs
 

Mouse C57BL/6 
♂�

8-12 weeks 

ACY-738 (selective HDAC6 
inhibitor, 5 mg/kg) 

10 days before stress and 10 
days throughout the stress 

SD 10 days 
Social interaction: reverse stress-

induced ↑ social avoidance 
Jochems et al., 

2015 

Abbreviations: 5-HT: serotonin; CORT: corticosterone; BLA: basolateral amygdala; CFC: contextual fear conditioning; CORT: corticosterone; CRH: corticotrophin-releasing hor-
mone; DEX: dexamethasone; DRN: dorsal raphe nucleus; EPM/EZM: elevated plus/zero maze; FKBP5: FK506-binding protein 51; FST: forced swim test; GR: glucocorticoid recep-
tor; HDAC: histone deacetylase; HPA: hypothalamic-pituitary-adrenal; Hsp90: heat shock protein; IS: inescapable stress; KO: knock-out; LC: locus cœruleus; LDT: light/dark test; 
LH: learned helplessness; MR: mineralocorticoid receptor; ND: non-determined; OA: open arms; OF: open field; PVN: paraventricular nucleus; RS: restraint stress; SD: social defeat; 
SPT: sucrose preference test; TST: tail suspension test; WT: wild-type. 
 

vulnerable mice were characterized by plasma CORT non-
suppression following the dexamethasone suppression test, a 
synthetic glucocorticoid which can be used to evaluate the 
function of the negative feedback control of the HPA axis 
[161] (Table 4). Conversely, a meta-analysis of 17 studies 
reported lower cortisol levels in PTSD patients when com-
pared to controls without previous exposure to trauma [162]. 
However, no difference was found between PTSD patients 
and resilient trauma-exposed controls [162]. The variable 
findings of glucocorticoid levels in MDD and PTSD subjects 
have posed challenges for understanding the role of the glu-
cocorticoid receptors (GR) and mineralocorticoid receptors 

(MR) in risk and resilience to the development of stress-
related disorders. 

 GRs are expressed widely in the brain, principally in the 
PVN and hippocampus, and play a key role in stress-related 
homeostasis through an inhibitory feedback response. In 
absence of its ligand, GR is inactive and resides in the cyto-
plasm where it associates with the heat shock protein 90 
(Hsp90) and its co-chaperone FK506-binding protein 51 
(Fkbp5). This heterocomplex lowers the affinity for gluco-
corticoid affinity and reduces the efficiency of the nuclear 
translocation, but upon binding its ligand, the GR dissociates 
from its chaperone, becomes activated and translocates into 
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the nucleus for specific transcription. It appeared that some 
polymorphisms in the GR (Nr3c1) and Fkbp5 genes in com-
bination with ELS strongly increases the risk of suffering 
from mood disorders in adulthood [163]. 

 Clinical evidence suggests a reduced GR sensitivity to 
glucocorticoids in patients with depression, suggesting the 
impairment of GR-mediated negative feedback on the HPA 
axis [164]. Unlike the nuclear expression of GR, an increase 
in cytosolic GR protein expression in the PFC and the ven-
tral hippocampus was observed in anhedonic adult Sprague-
Dawley rats, induced by CMS [165]. This may be explained 
by the enhanced Fkbp5 protein expression [165], resulting in 
reduced function and translocation of GR to the nuclear 
compartment. Similarly, in a single prolonged stress model 
of PTSD, male Sprague-Dawley rats had a greater PFC and 
dorsal hippocampal GR levels than non-stressed animals but 
a decreased sensitivity to glucocorticoids [166]. Thereby, 
mice that underexpress functional GR may mimic patients 
with affective disorders, while in contrast, mice overexpress-
ing GR may demonstrate stress resilience. In fact, forebrain-
specific GR KO (FBGRKO) mice exhibited increased de-
spair in the FST and the TST and increased anhedonia in the 
SPT [167] (Table 4). The GR-heterozygous mice displayed 
normal behavior under basal conditions in a test battery for 
anxiety- and depression-like behavior, but exhibited coping 
deficits after a stressful challenge caused by the LH para-
digm [168] (Table 4). Moreover, these mice are non-
suppressors in the dexamethasone suppression test or after a 
30-minute restraint stress, suggesting that mice underex-
pressing GR have a predisposition for depression [168] (Ta-
ble 4). Conversely, mice carrying 2 additional copies of the 
GR gene are more resistant to developing helplessness [168] 
(Table 4). 

 Because genome-wide association studies (GWAS) cor-
relate variants in Fkbp5 to susceptibility to mood disorders 
[163], the emotional behavior of mice lacking this co-
chaperone was assessed. Under basal conditions, ablation of 
Fkbp5 in young adult mice have no effect on emotional be-
havior, but after a 21-day SD paradigm, mice spent more 
time swimming in the FST [169] (Table 4). Yet, aged Fkbp5-
deficient mice (17-20 months old) exhibit an antidepressant-
like phenotype [170] (Table 4). Taken together, these data 
confirm that Fkbp5 is involved in stress vulnerability, since 
individuals with Fkbp5 deletion are less responsive to the 
adverse effects of acute or chronic stress. 

 Besides Fkbp5, the GR heterocomplex also needs Hsp90 
for maintaining competent conformation for ligand binding. 
In a recent study, GR binding to Hsp90 was significantly 
elevated in SD vulnerable mice, coinciding with reduced 
Hsp90 acetylation and increased nuclear GR, while resilient 
mice did not show any difference compared to the control 
group [161] (Table 4). Moreover, viral overexpression of a 
mutant protein mimicking the hyperacetylated state of Hsp90 
was sufficient to promote resilient phenotype after SD [161] 
(Table 4). Specifically, Hsp90 is under the control of the 
cytoplasmic histone deacetylases (HDACs). It is known that 
inhibition or depletion of HDAC6 leads to hyperacetylation 
of Hsp90, resulting in GR assembly impairment [171]. Con-
sequently, targeting HDAC6 may be considered a novel key  
 

regulator of stress resilience. Under acute inescapable stres-
sors condition, deletion of HDAC in the global brain or spe-
cifically in 5-HT neurons in male mice promotes an anx-
iolytic- and antidepressant-like phenotype [172, 173] (Table 
4). Interestingly, HDAC6Pet1Cre KO mice exposed to SD for 
10 consecutive days failed to display the typical SD-induced 
increase in social avoidance [173] (Table 4). It should be 
noted that acetylation of Hsp90 through pharmacological 
inhibition of HDAC6 may offer a possible method to medi-
ate stress resilience in an at-risk population. Indeed, treating 
non-stressed mice with systemic injection of the HDAC6-
selective inhibitor NCT-14b caused an antidepressant-like 
effect in the TST [172] (Table 4). More interestingly, treat-
ing mice with a systemic injection of the selective HDAC6 
inhibitor, ACY-738, 10 days prior to SD procedure, pre-
vented the enhancement of SD-induced social avoidance 
[161] (Table 4). In conclusion, preventative strategies target-
ing the GR heterocomplex may be quite effective, but to our 
knowledge, none of these molecules were clinically tested 
for MDD or anxiety disorders. 

 GRs and MRs operate in balance to coordinate stress-
induced HPA axis activity. Compared to the GRs, the MRs 
hold a 10-fold higher affinity for cortisol and are predomi-
nantly expressed in limbic areas. Interestingly, dexametha-
sone-resistant depressed patients showed normal cortisol 
suppression by prednisolone, a glucocorticoid that binds to 
both the GR and the MR, suggesting a clear dissociation 
between GR and MR function in patients with depression 
[164]. Like GRs, there are numerous studies linking MRs 
with susceptibility for psychiatric disorders. Generally, 
MDD patients showed a decrease in MR mRNA expression 
in several brain regions (as reviewed in [174]). This is con-
sistent with the findings of 3 independent studies, including 
data from a GWAS that looked at reduction of MR activity 
and correlated this with susceptibility to MDD, as well as 
hopelessness and rumination [175]. Conversely, women, but 
not men, carrying the functional MR haplotype 2, which is 
associated with higher MR activity, exhibited enhanced resil-
ience to depression and displayed higher dispositional opti-
mism and fewer thoughts of hopelessness [175]. Hence, 
men’s susceptibility or resilience to depression does not 
seem to be modulated by the MR gene variability. This ob-
servation has led to the hypothesis that high MR levels con-
fer resilience to stress-related psychopathologies. Indeed, 
genetic forebrain-specific MR-overexpression in mice pre-
sent an anxiolytic-like phenotype [176] (Table 4). More spe-
cifically, overexpression of MRs in the basolateral amygdala 
in adult male Wistar rats reduced restraint stress-induced 
corticosterone secretion 48h post-virus injection and reduced 
anxiety in non-stressed and restraint stress-exposed rats 
[177] (Table 4). Such results have yet to be validated in the 
clinic, but recent data has shown that MR stimulation with 
fludrocortisone may improve cognitive deficits in depressed 
patients [178]. 

 In conclusion, the data presented are strong evidence that 
the HPA axis through CRH, GRs, and MRs are important in 
mediating stress that may lead to mood disorders. Modulat-
ing these receptors using novel therapeutics may promote 
resilience to stressful events. 
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10. OTHER NEUROTRANSMITTER SYSTEMS 
10.1. The Dopaminergic System 
 Insight into the biological variations in susceptibility and 
resilience can be gained by studying the mesolimbic dopa-
minergic system, particularly VTA dopamine (DA) neurons 
in the brain’s reward circuit, which play a crucial role in me-
diating stress responses. Dysregulation of DA release or al-
terations in DA receptor expression has also been associated 
with depression, though some postmortem and imaging stud-
ies have provided conflicting results [179]. The Nestler labo-
ratory supports the idea that resilience to chronic stress is 
mediated by diminished dopaminergic neurotransmission, as 
they showed that the VTA DA neuron firing rate was 
upregulated in SD susceptible mice, while there was no ef-
fect in SD resilient mice [180, 181]. But, reducing the firing 
rate of VTA DA neurons by overexpressing voltage-gated 
potassium (K+) channels was sufficient to reverse susceptible 
mice into a resilient phenotype [180]. Likewise, phasic 
stimulation of the VTA DA neurons made SD-resilient mice 
susceptible [182]. Conversely, Tye and colleagues found that 
selective optogenetic inhibition of VTA DA neurons in non-
stressed mice induced depressive-like behavior in the TST 
and the SPT [183]. However, phasic optogenetic stimulation 
of VTA DA neurons rescued unpredictable CMS-induced 
increase in immobility in the TST as well as the decrease in 
the SPT [183]. 

10.2. The Norepinephrine System 
 A large body of evidence points to deficiencies in brain 
norepinephrine (NE) neurotransmission as a key player in 
the pathogenesis of anxiety and depressive disorders. Spe-
cifically, an increase in NE neurotransmission through 
blockade of α2-adrenergic autoreceptor or NE transporter 
alleviates anxious and depression symptoms. Acute and 
chronic stress elicits dysregulation of the NE pathway,  
specifically through close interactions with the HPA axis  
and cortisol secretion. Thus, chronic traumatic stress leads  
to an hypoactivity of the NE system in brains of depressed 
subjects, resulting in decreased in NE turnover in limbic  
areas and increased α2-adrenergic binding sites in the LC 
[184]. 

 NE neurotransmission also plays a key role in stress resil-
ience. Ten days after SD, resilient mice exhibited increased 
NE levels in the VTA, but not in other limbic areas [185]. 
Interestingly, the susceptible phenotype of SD mice was re-
versed into a resilient phenotype after a 1-week daily treat-
ment with a serotonin norepinephrine reuptake inhibitor 
(SNRI) or an α2-adrenergic receptor antagonist [185], sug-
gesting that α2-adrenergic receptors might be a target of in-
terest to increase stress resilience. Specifically, α2a-
adrenergic receptors may play a potential stress-protective 
role whereas stress susceptibility might be mediated by α2c-
adrenergic receptor. Mice lacking the α2a-adrenergic recep-
tor exhibited more immobility in the FST and lower explora-
tion of the light compartment in the LDT [186]. Target inac-
tivation of the gene encoding the α2c-adrenergic receptor 
resulted in an antidepressant-like phenotype in the FST; con-
versely, overexpression of α2c-adrenergic receptor increased 
immobility in the FST [187]. Finally, the projection from the 

LC NE neurons to VTA DA neurons might be a critical fac-
tor in determining resilience to emotional stress. Chronic 
optogenetic stimulation of LC NE neurons projecting onto 
VTA stimulation reversed susceptible phenotype into a resil-
ient one [185]. 

10.3. The Cholinergic System 

 The cholinergic system has also been implicated in mood 
disorder pathology. In medication-free subjects with recur-
rent MDD, a decrease in availability of the ß2 subunit-
containing nicotinic acetylcholine (ACh) receptor (nAChR) 
throughout much of the brain structures has been observed, 
probably due to higher endogenous ACh levels rather than a 
decrease in the total number of receptors [188]. Secondly, 
blocking the muscarinic receptors with antagonists reduced 
depression and anxiety rating scale scores in patients suffer-
ing from recurrent MDD and BP [189]. Lastly, inhibiting 
acetylcholinesterase (AChE), an enzyme responsible for the 
breakdown of ACh, as well as hippocampal AChE knock-
down (KD) in rodents had a depressive- and anxiety-like 
effect, which are reversed by administration of an AChR 
antagonist [190]. Taken together, these observations suggest 
that hyperactivity of the cholinergic pathway contributes to 
the pathophysiology of anxiety and depression. This hy-
pothesis was supported in preclinical studies as KD or KO 
mice for the ß2 nAChR subunit exhibited anxiolytic- and 
antidepressant-like phenotypes [191, 192]. Similarly, mice 
lacking the ß4-containing nAChR displayed decreased anxi-
ety-like behavior in the LDT and reduced fear memory reten-
tion in the cue-induced fear-conditioning task [193]. How-
ever, the results were variable when in depressive-like tests, 
as mice lacking the ß4 nAChR subunit showed increased 
immobility in the FST, but decreased immobility in the TST 
[193]. 

 In addition to being involved in mood disorder states, the 
cholinergic system might also confer resilience to chronic 
stress. Unlike control animals, a 1-day SD stress induced an 
increase in social avoidance in hippocampal KD of AChE 
mice [190]. Moreover, downregulation of the ß2 subunit in 
the amygdala decreased social avoidance in mice subjected 
to a 3-day SD stress, suggesting that blockade of ß2 signal-
ing in the amygdala increases resilience to social stress 
[192]. These data support the importance for maintaining 
ACh at homeostatic levels for promoting behavioral resil-
ience to stress and preventing mood disorders. 

 As data on stress resiliency thus far demonstrate that 
there are a number of potential risk factors that increase sus-
ceptibility for developing mood disorders, particularly anxi-
ety disorders, an emerging field of research is also focused 
on resilience in the context of aging. 

11. RESILIENCE THROUGHOUT AGING 

 As an individual grows older, the risk for developing 
mood disorders, particularly anxiety disorders, increases 
with each passing year [5-7]. There is often high comorbidity 
of neuropsychiatric and neurodegenerative disorders, as well 
as of depression and anxiety disorders in elderly individuals 
[194-196]. Neuropsychiatric disorders in particular have 
been associated with accelerated cellular aging and neuro-



252    Current Neuropharmacology, 2018, Vol. 16, No. 3 Faye et al. 

progression, as well as secondary medical illnesses such as 
cardiovascular disease, stroke, osteoporosis, dementia, dia-
betes, and metabolic syndrome [197-203]. The effects of 
stress throughout aging may contribute to heightened inci-
dence of disease onset [204, 205]. The aging process may 
change biological processes (i.e. HPA axis function) that are 
essential to maintain resilience [206-209]; the breakdown of 
these systems could make a once-resilient individual suscep-
tible, though the causality between symptoms and biological 
breakdown is still under speculation. Additionally, there may 
be risk factors during old age that contribute to this increased 
susceptibility to stress, such as neurodegenerative disorders 
and genetic factors such as telomere shortening associated 
with stress-related oxidative damage [196, 202, 205, 210, 
211]. 

 In order to combat this susceptible phenotype, it has been 
shown that increasing resiliency throughout the lifespan can 
slow the aging process, improve overall health, and protect 
against stressful situations in multiple species [212-214]. 
Importantly, several studies have discovered that adults aged 
85 or older have a similar capacity for resilience as younger 
individuals [215-218]. However, it is equally likely that re-
silience is maintained in individuals throughout the lifespan, 
and that those with more susceptibility to disease are not 
included in this study due to earlier mortality. Despite this 
caveat, these studies have spurred an increased focus on de-
veloping behavioral interventions to attempt to improve re-
silience in older adults. Most research, however, is centered 
on developing measurement scales and identifying character-
istics of resilience, and not many resilience interventions 
have been developed or thoroughly studied, especially for 
older adults [215]. Historically, resilience research has been 
largely centered on early childhood and adolescence, and has 
not been as widely studied in the adult or elderly population 
[219]. Only recently have researchers begun to study resil-
ience in aging, and how the changes that occur in the body 
with age relate to the potential neurobiological underpin-
nings of stress resilience (reviewed in [220]). For instance, 
several groups have attempted pharmacologic approaches to 
increase the lifespan and improve resilience in pre-clinical 
models [211]. 

12. EFFECTS OF STRESS THROUGHOUT AGING 
 Previous work has shown that in a large sample of Cana-
dians aged 18 and older, the perceived impact of stress expo-
sure is strongest in older adults [221], suggesting that the 
level of observed stress correlates with the onset of stress-
induced disorders [222]. It is generally accepted that the way 
that an individual ages is highly influenced by major life 
events and stressors (reviewed in [223]). Here, we will dis-
cuss the increased incidence of psychiatric disorders in older 
adults, and how mood disorders subsequently have a nega-
tive cyclical effect by accelerating aging. 

12.1. Increased Incidence of Psychiatric Disorders in 
Older Adults 
 A literature review focused on World Health Organiza-
tion (WHO) World Mental Health (WMH) surveys found 
that there was a proportional increase in projected lifetime 
risk versus prevalence with mood disorders. Additionally, 

estimates of projected lifetime risk of any DSM-IV mental 
disorder is increased throughout the lifespan [6]. It has been 
estimated that 25% of the population over 65, or 8.6 million 
people, contracts a mental disorder [224]. In particular, the 
overall rates of GAD are high (5-10% lifetime prevalence), 
but due to increased vulnerability in elderly people, late-life 
onset of GAD is as high as 25% [204, 225, 226]. Anxiety 
symptoms are common in older subjects, especially when 
they are medically ill, and depression and alcoholism are 
also often comorbid diagnoses [195]. Specifically, the preva-
lence of anxiety in community samples of older adults 
ranges from 15-52.3%, if sub-threshold anxiety symptoms 
are included as well [227]. Depressive symptoms are also 
prevalent in older adults, though some of the earlier literature 
reported values that varied from 1-23% depending on the 
population sampled [228]; however, a more recent review 
concluded that the prevalence of major depression is up to 
16-42%, depending on whether the elderly were living in 
private households or in institutions [229]. Comorbid anxiety 
disorders and depression are common; one group found that 
as many as 35% of depressed patients aged 60 and older had 
at least one lifetime anxiety disorder diagnosis, and 23% had 
current diagnosis at the time of the study [230]. In younger 
individuals, the estimates range from 10 to 15% [231]. These 
studies, though varied, indicate that there is a general in-
creased prevalence of psychiatric disorders with old age, and 
with it, an increased incidence of other mental disorders as 
well as secondary illnesses. 

 One specific group that experiences increased risk for a 
psychiatric disease throughout life is the veteran population. 
Several studies have recently shown that elderly individuals 
experience greater levels of stress after war, and respond 
differently to social support aimed to improve mental health 
[232, 233]. For instance, one study, which assessed individu-
als along the Lebanese border after the Second Lebanon 
War, found that the elderly reported significantly higher lev-
els of stress symptoms, and lower levels of posttraumatic 
recovery as compared with younger age groups [232]. Addi-
tionally, older veterans experience PTSD at higher rates than 
younger veterans; in other words, the longer the time from 
the experience of war, the more likely an individual is to 
begin experiencing symptoms of PTSD, possibly due to the 
phenomenon of delayed-onset PTSD. One study found that 
approximately 1 in 10 US veterans experiences a clinically 
significant exacerbation of PTSD symptoms in late life, at an 
average of nearly 3 decades after their worst trauma [234]. 
Though the mechanisms of this late-life exacerbation were 
not discussed, it is possible that the aging process contrib-
uted to this intensification of trauma-related stress reactivity 
leading to PTSD. 

 In terms of factors that may contribute to the exacerba-
tion of PTSD in older US veterans, a recent study was pub-
lished that assessed loneliness [235]. The authors found that 
loneliness is prevalent among older veterans in the US, as 
44% reported feeling lonely at least some of the time, with 
10.4% reporting that they often felt lonely. The authors cor-
related increased age, trauma, perceived stress, and several 
other factors with the severity of loneliness and concluded 
that interventions might aid in mitigating loneliness, through 
social support and the eventual reduction of depressive 
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symptoms. However, no specific interventions were sug-
gested or outlined in the study. Another study echoed these 
effects and found that a significant portion of older male 
veterans in the US contemplates suicide, with a higher rate 
of suicidal ideation among combat veterans as compared 
with non-combat veterans [236]. Both studies conclude by 
suggesting interventions that improve social connectedness 
to decrease loneliness, though no specific interventions were 
proposed. 

 These data are in stark contrast to a study that assessed 
older veterans and found that 69.5% of US veterans aged 60 
and older were considered resilient, which they characterized 
as a high number of lifetime traumas and low current psy-
chological distress [237]. These individuals were highly 
likely to have been college or higher level educated, and had 
high levels of emotional stability, social connectedness, and 
positive perceptions of the military’s effect on one’s life. 
Whether these characteristics existed before the experience 
of these traumas, or were built as a result of them, is un-
known, but it is interesting to consider the possibility that 
these veterans had with high levels of resilience to begin 
with, and despite their experiences with multiple lifetime 
traumas, came away without disease. It is also possible that 
the generation of the cohort may have an impact on the out-
come; specifically, the older generation in this cohort may be 
more resilient in general than the younger generation, though 
to our knowledge, no studies have informed on generational 
differences in regards to stress resilience. According to the 
APA’s Stress in America survey from 2011, 23% of Baby 
Boomers, or those born between 1946 and 1964, reported 
decreased stress levels, and this may be because they were 
more likely to have grown up in two-parent households, with 
safe schools, job-security, and post-war prosperity; they also 
report decreased stress levels [238]. Thus, it is possible that 
there may exist a generational difference for stress resilience, 
and that this is manifested in the US veteran study, though 
no studies have directly tested this hypothesis. 

12.2. The Role of Mood Disorders and Stress on Acceler-
ated Aging 

 Experiencing chronic stress is a large risk factor for de-
veloping mood disorders, and both stress and mental illness 
may contribute to accelerated aging. It was shown that 
chronic psychological stress in rats affect genes that are criti-
cal for longevity [239]. Stress has been found to impact the 
developmental process, especially during critical develop-
mental stages [240]. In general, however, there are complex 
interactions between stress and aging, as one can promote 
the other [241]. It has been shown that the peroxisome pro-
liferator-activated receptor γ (PPARγ) may be a critical 
mechanistic link between aging and stress [241]. For exam-
ple, PTSD has been associated with elevated risk for age-
related diseases; it has been hypothesized that chronic PTSD 
is a form of persistent life stress that elevates oxidative stress 
and leads to accelerated cellular aging [202]. Elevated rates 
of aging-related biological and functional decline, specifi-
cally through accelerated cerebral white matter aging, was 
also found in patients with schizophrenia and MDD [203]. 
Stress experiences, therefore, appear to be interlinked with 
aging processes and psychiatric disorders, and the combina-

tion of the two may have large consequences on the rate of 
aging. 

13. BENEFITS OF STRESS RESILIENCE IN AGED 
ADULTS 
 Though the risk of contracting mood disorders and other 
diseases increases with age, there are individuals who are 
able to avoid these risks, and succeed in living healthily 
throughout the lifespan. Thus, strategies that enhance resil-
ience may slow aging [242]. Here, we will discuss how resil-
iency not only improves general well-being, but also how it 
may function to slow the process of aging. 

13.1. Stress Resilience and Improved Health in Aged 
Adults 
 Having components of stress resiliency has been corre-
lated with high functioning and successful aging in older 
adults. One group demonstrated that several markers of resil-
iency in persons older than 85 years include intact cognitive 
function, high mobility, and good nutritional status, and that 
these traits improved the likelihood of recovery from dis-
ease, and in performing activities of daily living (ADLs) 
[243]. Another group attempted to estimate the likelihood of 
and the factors associated with recovery from exhaustion in 
older adults, which is a common ailment for this population. 
They found that among individuals aged 69 or older, resil-
iency was associated with physical and psychological well-
being in the face of persistent exhaustion [244]. 

13.2. Stress Resilience and Slowed Aging 
 In fact, as an individual grows older, stress resilience 
becomes increasingly important to continue to age success-
fully. Several studies have demonstrated that the older indi-
viduals are, the more resilience becomes a critical factor in 
maintaining health and longevity, and the more that adults 
self-rate as successfully aging [214]. For instance, one group 
studied centenarians, nonagenarians, and octogenarians, and 
found that nonagenarians aged 94-98 with increased resilience 
had a 43.1% higher likelihood of living to be 100, or becom-
ing a centenarian, than those with lower resilience [245]. This 
suggests that the impact resilience becomes more pronounced 
at older ages, and greatly contributes to healthy lifespan. 

 In one review, the resilience framework was applied in 
two case studies of resilience among patients with Alzheimer 
disease (AD), and found that individuals with dementia may 
still lead meaningful lives, and that the resilience process 
may contribute to a more positive dementia experience 
[246]. The key point of this review is that the field of geron-
tology should be striving not for successful aging, but for 
resilience, which has a fundamental role in aging. Impor-
tantly, improving resilience and improving longevity is pos-
sible for all adults regardless of social and cultural back-
ground, or physical and cognitive impairments [246]. 

14. CHANGES THROUGHOUT AGING THAT SHIFT 
A RESILIENT PHENOTYPE INTO A SUSCEPTIBLE 
ONE 
 Though it is evident that increased resilience is beneficial 
throughout life, it is possible for an individual to gradually 
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lose a resilient phenotype as a result of the aging process. 
There are several mechanisms that are critical for maintain-
ing resilience that are vulnerable to wearing down and mak-
ing a once-resilient individual susceptible to stressors and the 
development of mood disorders. These include HPA axis 
dysfunction, brain atrophy in regions that are most actively 
protective against stress, genetic causes, loss of coping abili-
ties, and the onset of a neurodegenerative disorders. Addi-
tionally, early-life or critical-period stressors are factors that 
may accelerate the resilient mechanism breakdown. 

14.1. HPA AXIS Dysfunction in Aging 
 As discussed previously in this review, the HPA axis 
modulates stress responses by facilitating responses to threat, 
and susceptible individuals exhibit persistently altered stress 
responses characterized by enhanced activity of the HPA 
axis and secretion of glucocorticoids [152, 153]. Importantly, 
the HPA axis may be perturbed by exposure to prolonged 
stress that leads to deleterious effects, and HPA axis dys-
function has been correlated with age-related diseases such 
as depression and cognitive disorders [208] and this predis-
poses individuals to deleterious effects such as unstable emo-
tional regulation [209]. For example, there could be either 
decreased aldosterone, or hyperaldosteronism resulting from 
increased ACTH stimulation that occurs with age [206, 208]. 
Cortisol may also be increased with aging, though the evi-
dence supporting this claim is not conclusive [209]. To date, 
there are few studies that assess specific changes in the HPA 
axis that occur throughout aging that may contribute to mood 
disorder onset, and much work needs to be done to elucidate 
the what contributes to HPA axis breakdown, and how this 
may be prevented. 

14.2. Telomere Shortening and Genetic Factors Associ-
ated with Mood Disorder Onset 
 In addition to changes brain morphology and stress axis 
functioning, there are also genetic markers that may either 
predispose individuals to developing mood disorders, or epi-
genetic changes that induce a susceptible phenotype. A large 
body of research has been dedicated to investigating the rela-
tionship between telomere length and health [247, 248]. Re-
duced telomere length has been associated with a number of 
chronic somatic diseases normally associated with aging but 
also implicated in psychiatric diseases such as depression 
[249-251]. Despite the established role of telomere length in 
health and aging, there are only a few therapies have been 
developed to combat the telomere shortening process. For 
instance, there have been several small stress reduction and 
wellness studies that have examined the potential to elongate 
telomeres in vivo over short periods of time [252]. The re-
cent interest in gene therapy has led to the development of 
telomere-enhancing drugs not only as a cancer therapy [253], 
but also as a method to potentially slow the aging process, as 
a recent biotechnical company BioViva, based in Texas, has 
proposed. 

 In regards to genetic markers and polymorphisms that 
may indicate resilience, if 5-HTTLPR short (s)-allele carriers 
have reduced resilience to stress in young adults, in older 
adults, it appeared that though the s allele had less of a direct 

effect on resilience, it did correlate with poorer self-rated 
successful aging, as well as cognitive performance, suggest-
ing that carrying this gene throughout life has an impact on 
quality of life in old age [254]. A separate study found that 
SNPs in the FK506 binding protein 5 (FKBP51) gene is an 
indicator of increased risk to develop PTSD and MDD when 
exposed to traumatic events [255]. The trauma can induce 
changes in FKBP51 protein expression and impair glucocor-
ticoid signaling [255]. 

 Epigenetic changes throughout the lifespan may also 
greatly contribute to disease susceptibility, and are more 
commonly studied than single genes, as both aging and stress 
are associated with changes to the epigenome [256-258]. 
Indeed, DNA methylation changes are associated with an 
aging clock, which has been implicated as a biomarker of 
aging [259]. In general, aging has been known to affect spe-
cific regulatory gene elements such as enhancers, promoters, 
and CpG islands [260]. It was found that in mice, age-
associated hypomethylation was enriched at super-enhancers 
at highly expressed genes that are critical for liver function, 
and hypermethylation was enriched at CpG islands. These 
changes were suppressed in calorie-restricted mice and in 
mice treated with rapamycin (two possible therapies dis-
cussed later in this review) [260]. Epigenetic changes as a 
result of stress may also occur at the level of microRNAs 
(miRNAs). For instance, the Nestler laboratory found that β-
catenin mediates pro-resilient and anxiolytic effects in the 
NAc of mice, which affects miRNA regulation through 
Dicer1, which is important in maintaining stress resilience 
[261]. These studies suggest that lifestyle changes may con-
fer epigenetic modifications that contribute to longevity. 
Overall, it seems that several genetic changes, either inher-
ited or changed over time by telomere shortening, genetic 
polymorphisms, or epigenetic modifications, may contribute 
to age-related disease onset. 

14.3. Correlation Between Age-Related Cognitive Decline 
and Mood Disorders 
 With the onset of a neurodegenerative disorders or age-
related cognitive decline, the risk for developing a mood 
disorder increases, and vice versa [262-265]. Shimada and 
colleagues found that older adults with depressive symptoms 
have increased risk of cognitive impairment and dementia, 
particularly AD and vascular dementia [263, 266]. Addition-
ally, anxiety is a common symptom among patients with a 
cognitive impairment [5]. In cases such as these, the mood 
disorders correlate with poorer outcomes in patients, and the 
two disorders often worsen in tandem [5]. It is possible that 
these cognitive impairments linked to these mood disorders 
are induced by cellular loss that occurs with age. In the aging 
brain, it is common to observe atrophy of various regions 
due to cell loss and tract-specific white matter degeneration 
[267, 268]. Although brain atrophy in aging has mostly been 
studied in AD and other cognitive disorders, there are several 
studies that indicate that depressive symptoms and other 
mood disorders are associated with changes in both gray and 
white matter, including atrophy [269]. White matter lesions 
are frequently found in patients with late-life depression, 
which is a characteristic that overlaps with dementia [269]. 
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The hippocampus undergoes several structural changes both 
grossly and at the cellular level with aging, and these have 
been correlated with cognitive decline in both animals and 
humans [270]. Although similar hippocampal alterations 
occur both with normal and pathological aging, in the case of 
neuropathologies these changes are exacerbated (increase in 
inflammation and decrease in trophic factors, decreased his-
tone acetylation) [270]. Smaller hippocampal volume has 
been also associated with depressive symptoms, as well as 
stress and anxiety [271-273]. The PFC and the amygdala 
also undergo a plethora of changes during aging [274]. The 
modulation of stress responses during aging could be af-
fected by changes in PFC-basolateral nucleus of the 
amygdala. Thus, insensitivity of the PFC-basolateral 
amygdala pathway to stress could constitute a mark of 
health, while the alteration of this specific pathway could be 
involved in mood disorders [274]. 

 Overall, changes in brain region integrity may have  
effects on brain network function, and specifically the de-
fault mood network, cognitive control network, affective/ 
frontolimbic network, and corticostriatal circuits, which may be 
directly relevant for mood disorder onset (reviewed in [275]). 

14.4. Critical Period Stressors Contribute to Resilience 
Mechanism Breakdown 
 The breakdown of brain functions necessary to maintain 
resilience could likely be induced not just by age, but by an 
ELS that has long-term deleterious effects. Exposure to 
stress during critical periods, such as during childhood, ado-
lescence, and early adulthood, may cause an individual to 
become even more susceptible to stress in the future, and can 
lead to disease and a number of neuropsychiatric diseases 
[242, 276, 277]. Specifically, adverse childhood experiences 
(ACEs), including physical, sexual, and emotional abuse, 
have been correlated with depression in older adults [277]. 
The number and types of childhood maltreatment also affect 
the risk of depression, as cumulative stress has a negative 
effect on likelihood for mood disorders [242]. It has been 
shown that several significant important predictors of life-
time history of MDD included non-verbal emotional abuse in 
males, and peer emotional abuse in females at 14 years of 
age [242]. For PTSD, the critical periods of vulnerability to 
ACEs have been found to be the pre-school (age 4-5) and 
pre-adolescent (age 8-9) periods, and that the type and tim-
ing of ACEs affect severity of symptoms [278]. 

 Though little is known about the underlying biology of 
this effect of early childhood trauma on late-life disorders, it 
has been noted that early childhood adversity such as abuse, 
neglect, or exposure to violence increases pro-inflammatory 
responses [279], affects patterns of gene expression regu-
lated by inflammatory signaling [280], and quickens the 
process of telomere shortening [249] (as described earlier in 
regards to stress vulnerability and accelerated aging). One 
study found that children exposed to maltreatment had 
smaller volumes of the PFC and the hippocampus, greater 
activation of the HPA axis, and changes in inflammation 
levels as adults [279]. Another study found that stressors 
induce persistent changes in the HPA axis and affect its abil-
ity to respond effectively to stress in adulthood [281]. It has 

also been shown that telomere length may be associated with 
severity of ELS [249, 282]. 5-HT has been suggested to play 
a critical role in the maturation of brain systems that modu-
late emotional functioning in adults [283]. Specifically, inac-
tivation of 5-HT receptors during development produce be-
havioral abnormalities related to neuropsychiatric diseases 
such as anxiety and depression [283, 284]. 5-HT has a sug-
gested role in resilience, as previously discussed in this re-
view, and may represent an essential target system that is 
most sensitive during developmental periods and may induce 
later-life psychopathology. Overall, the effects of stress dur-
ing early, vulnerable periods in life may confer long-lasting 
biological changes to processes necessary to maintain resil-
ience such as nervous, endocrine, immune, and genetic sys-
tems; these changes affect an individual’s response to future 
stressors, and lead to faster aging and disease. 

15. SEX DIFFERENCES IN AGING AND STRESS 
RESILIENCE 

 When considering factors that may contribute to stress 
susceptibility in old age, it is important to note the role that 
gender plays in regards to aging and in responding to stress-
ful experiences. 

15.1. Sex Differences in Aging 
 Several studies have attempted to assess sex differences 
in the aging process, and have discovered a number of char-
acteristics that distinguish between male and female longev-
ity. Women appear to live longer than men, as the average 
life expectancy for women is 83.5 years, and for men, 79.5 
years [285]. This increased lifespan of women may be due to 
the rate at which telomeres shorten in males and females, 
though there has yet to be a study that directly links sex, te-
lomeres, and lifespan observed across multiple species [286]. 
Another hypothesis links responsivity of the immune system 
to longevity and susceptibility, though the studies assessing 
this hypothesis are small and not conclusive [285]. A recent 
study used resting-state networks to study sex differences in 
normal age trajectory, and found that males and females both 
showed decreases in connectivity with age, but at different 
rates, which may explain the rates of aging [287]. Yet, para-
doxically, despite living longer lives, women generally expe-
rience worse health throughout life than men [285, 288]. 
This decreased quality of health throughout life is likely due 
to an increased vulnerability to stress in women, as women 
seem to be more susceptible to stress than men throughout 
the lifespan [289]. 

15.2. Differential Sex Effects of Stress Throughout the 
Lifespan 

 Sex differences in stress responses are found at all ages, 
and are related to gonadal hormone changes that occur 
throughout development and maturation, and sex chromo-
some genes (reviewed in [290]). In general, females are 
twice as likely to develop anxiety disorders such as PTSD 
than males [233], even though some studies suggest that the 
probability of trauma exposure in females is lower [291]. 
Older depressed females were observed to have higher GR 
immunoreactivity in postmortem hippocampal tissue than 
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elderly depressed males [292]. Women also seem to lose 
hippocampal volume more rapidly than men in older age, 
according to one study, which used cerebral magnetic reso-
nance imaging (MRI) [271]. There also seems to be indica-
tion that epigenetic mechanisms may promote sexual dimor-
phism in the brain in regions such as the hypothalamus due 
to sex hormone exposure during development [293]. This 
differentiation may create susceptibilities between males and 
females for psychiatric disorders. Yet, despite some hints 
about how females seem more likely to develop mood disor-
ders, the exact neurobiological underpinnings of this in-
creased susceptibility are not well known, though several 
studies have provided insight into potential mechanisms. It 
has been hypothesized that prepubertal stress induces long-
lasting changes in brain regions such as the hippocampus 
and that these effects are sex-specific [276]. Specifically, one 
study found there prepubertal stress impaired hippocampus-
dependent behavior in males (CFC), yet enhanced hippo-
campus-dependent behavior in females (spatial navigation 
and memory retention), suggesting differential sex effects of 
brief, variable stress during the prepubertal phase. 

15.3. Peri- and Post-menopausal Periods as Windows of 
Vulnerability for Women 
 Recent research has attempted to describe female’s 
heightened response to stressors by exploring the effects of 
stress during peri- and post-menopausal periods, as these 
represent windows of vulnerability for women to develop 
mood disorders [294-298]. Specifically, women are 2 to 3 
times more likely to experience a first episode of depression 
during the peri-menopausal period [299, 300]. 

 A reason for this increased susceptibility to stress could 
be due to the loss of gonadal hormones in females and their 
metabolites that are critical for stress regulation [290]. Ovar-
ian estradiol secretion ceases at menopause and is followed 
by low levels of circulating estradiol [301]. Interestingly, one 
study found that age after menopause impacted the effect of 
estradiol hormone replacement therapy on mood after a psy-
chosocial stress situation. This is important in light of previ-
ous studies, which demonstrated that estradiol improves 
mood in women in the menopause transition, but not older 
post-menopausal women. Thus, estradiol administration may 
be modulating emotional reactivity to stress by sensitizing 
older women to its adverse effects [302]. Though a specific 
mechanism is not addressed in this study, it suggests that 
estrogen receptor function shifts during the post-menopausal 
phase in women, and that this shift may be critical in mediat-
ing women’s responses to stress. Several other groups have 
demonstrated the effects of estrogen receptor function shifts 
by examining mood in pre- and post-menopausal women, in 
which estradiol treatment has differential effects in both 
populations [302-304]. Indeed, in line with these studies, it 
has been suggested that the rapid decline of gonadal hor-
mones, as well as ovarian senescence, in women and the 
cellular aging process promotes stress dysregulation in 
women [290, 305]. Thus, females are at greater risk for 
mood disorders induced by stress throughout life, and this 
should be considered when developing preclinical models or 
stress resilience enhancers that would benefit both males and 
females. It is possible that the male and female populations 

may require separate therapeutic strategies based on the dif-
ferences in their stress reactivity, as well as the significant 
influence of hormonal states. 

16. BEHAVIORAL STRATEGIES OF PREVENTING 
MOOD DISORDERS EXACERBATED WITH AGE 
 As there currently exists no pharmaceutical therapies for 
prevention of mood disorders in old age, one option is to 
implement behavioral strategies to prevent mood disorders in 
aged adults. Though very few intervention programs exist 
for elderly adults, there are several intervention programs 
that have been developed to increase resilience for the gen-
eral population. 

16.1. Intervention Programs 
 One example of an intervention program aimed to in-
crease resilience is the American Psychological Association 
(APA)’s Road to Resilience program, which sought to pro-
mote resilience in in middle and high school students af-
fected by the 9/11 terrorist attacks through focus groups in 
several major cities [306]. There are plans to provide psy-
chologist-led workshops, forums, and lectures, but this pro-
gram is not validated in older adults [306]. Meditation and 
Physical (MAP) training was also implemented in a small 
cohort of young mothers who were recently homeless and 
suffered from physical and sexual abuse, addiction, and de-
pression. After 8 weeks, measures of aerobic fitness in-
creased, and symptoms of depression and anxiety decreased 
[307]. However, though these positive preliminary results 
are promising for developing more refined and effective in-
terventions, it is important to note that these examples have 
been published as pilot studies, and that none of them have 
extensive or long-term evaluation of their impact on resil-
ience, or very large sample sizes in their original studies (for 
review, see [215]). 

 For current active duty military members, there exists the 
US Army Ready and Resilient Campaign (R2C) is one that 
attempts to build resilience in soldiers, army civilians, and 
their families, and the Army spends about $50 million a year 
on this program alone. In 2013, there existed over 94 differ-
ent prevention or resilience programs within the Department 
of Defense (DoD). As opposed to the aforementioned stud-
ies, the impact on resilience from these programs has been 
evaluated, but no consistent, significant impact has been un-
covered yet [308]. Thus, overall, resilience behavioral train-
ing is in its infancy and there exists a dearth of evidence 
validating that these behavioral programs are actually effec-
tive [309]. 

 The only intervention programs in existence for older 
adults are implemented primarily after the onset of symp-
toms. For instance, though the exact causes of increased de-
pression in aging is unknown, some research suggests that 
deficits in biological rhythmicity can contribute to onset of 
depressive symptoms. One option for these patients is using 
bright light therapy (BLT), in which bright blue light is 
shone daily in elderly patients’ homes. In essence, the pa-
tients are to sit in front of a light box for 60 minutes each day 
for the duration of the study, during the middle of the day 
[310]. One group found that 3 weeks of BLT treatment 
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caused a reduction in MDD symptoms, including mood, 
sleep and cortisol hyperexcretion [311]. There also exist eld-
erly suicide prevention programs, which consist of commu-
nity workshops, interpersonal psychotherapy, and individual 
counseling. One review summarized 19 studies that assessed 
suicide prevention programs for adults aged 60 or older, and 
found that most studies observed a reduction in the level of 
suicide ideation or suicide rate of their respective communi-
ties [312]. The authors point out, however, that none of the 
studies aimed to improve protective factors. 

 Despite these small studies, building resilience through 
behavioral interventions in older adults is a field that re-
quires much more investigation. Most research concludes 
with suggestions rather than definitive evaluations; for in-
stance, savoring positive experiences was examined in older 
adults, and the authors reached the conclusion that positive 
psychological interventions to enhance resilience would be 
beneficial [313]. In general, positive emotions correlates 
strongly with resilience and well-being, and these could be 
the foundation for building effective resilience programs, or 
happiness interventions, for both the general population and 
the elderly [222, 313-315]. However, to our knowledge, no 
specific interventions have been established. Thus, the field 
of resilience enhancement in the elderly can potentially gain 
insight from resilience studies on other populations such as 
children and adolescents, but would likely find more value in 
studies that have examined resilience among specific groups 
of older adults, such as veterans or groups that come from 
specific backgrounds or experienced similar adversities. Be-
cause resilience is such a dynamic process, one suggestion 
has been to develop individualized resilience enhancement 
programs for older adults [215, 316, 317]. 

16.2. Exercise Therapies and Caloric Restriction (CR) 

 A popular intervention is regular exercise or high mobil-
ity, as a number of studies have correlated regular exercise 
and physical strength with higher emotional resilience in 
adults [18, 318, 319], and contributes to successful aging 
[320-323]. In addition to its effectiveness in preventing or 
alleviating heart disease [324], exercise has also been shown 
to improve mental health in older populations [325]. Increas-
ing interest has been focused on using exercise to promote 
healthy aging and as a treatment for older people with and 
without psychiatric illnesses [326]. In regards to resilience, 
in a study of participants 72 years or older, it was demon-
strated that high mobility was a positive predictor and a 
marker of resiliency in this population [243]. In general, the 
molecular processes of exercise are ones that attenuate typi-
cal signs of aging, such as inflammatory processes and te-
lomere length [327, 328]. Additionally, since maximal oxy-
gen capacity decreases with age, due to decreases in aging 
skeletal muscles, exercise can have a restoring effect on 
health; it also has effects in neurodegenerative diseases and 
oxidative stress regulation, even in frail elderly [327]. These 
studies collectively suggest that exercise has a multitude of 
benefits, but importantly, they may increase health and resil-
ience in elderly populations. 

 In line with exercise therapies, weight management over 
time has also been correlated with resilience, particularly in 

the older population [329]. Thus, caloric restriction (CR) has 
been used as a therapy to postpone the detrimental aspects of 
aging, and is defined as a decrease of 30% to 60% ad libitum 
feeding without malnutrition (reviewed in [211, 329]). It has 
been shown to be effective in improving resilience, but that 
the effects of exercise have proven more consistently benefi-
cial [248]. Numerous studies since 1935 have shown that 
lifelong CR increases mean and maximum lifespan and de-
lays age-associated disease in several species, including 
mice, rats, and rhesus monkeys [330-332]. For instance, 
some studies have found that some dietary regimes and over 
a dozen single-gene mutations can extend the mean and 
maximal lifespan in mice [333, 334]. It has been suggested 
that CR may suppress inflammatory cytokines, a common 
risk factor for a number of chronic diseases [335]. Though 
CR is not used primarily as a method to alleviate mood dis-
orders, it has been shown to improve mood states such as 
depression, but to our knowledge, the relationship between 
CR and mood has only been examined in aged men [336, 
337]. Altogether, these studies provide evidence that thera-
peutic interventions in older adults would benefit from in-
corporating exercise and CR in their programs, though some 
groups are working to achieve the effects of these therapies, 
as not all individuals can withstand the rigor of these ap-
proaches. 

17. POTENTIAL METHODS TO TARGET 
NEUROBIOLOGICAL SYSTEMS OF RESILIENCE IN 
AGING AND ELDERLY ADULT POPULATIONS 
 Although the aforementioned behavioral interventions 
are currently the standard of care for elderly patients suscep-
tible to mood disorders, or who already suffer from one or 
more, it may be possible in the near future to target biologi-
cal mechanisms of resilience to protect against stress. 

17.1. Stress and Aging in Invertebrates and Mammals 
 As early as the 1990s, it was known that mutations in the 
genes of the nematode Caenorhabditis elegans (C. elegans) 
led to extensions in their lifespan; it was discovered that 
these nematodes were resistant to oxidative and thermal 
stress, as well as other environmental stressors [220]. This 
ability to face multiple stressors and protect against multiple 
forms of injury was deemed “multiplex stress resistance” 
[213]. More thorough molecular observations revealed that 
mutations that lead to stress resistance involved the slowing 
of molecular chaperones and cellular protein accumulation, 
which represents failed homeostasis, and that enhancing 
chaperone activity via enhancement of the heat shock factor 
1 (HSF-1) increased stress resilience and life span in C. ele-
gans [338]. Though studies in mammals are less numerous, 
some cell culture work has revealed that fibroblasts from 
Snell dwarf mice and cells from long-lived species, are resis-
tant to multiple forms of stress in culture [339, 340]. 

 Pharmacologic strategies have also been proposed to im-
prove indices of health and aging, though the effects on resil-
ience have not been consistent [211]. As discussed, the bene-
fits of CR and exercise are large, but committing to a rigor-
ous dietary program is unfeasible for some individuals. Thus, 
novel research has focused on developing CR mimetics such 
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as pharmacological approaches in order to confer the bene-
fits of CR and exercise without the rigorous requirements. 
For instance, the mTOR inhibitor rapamycin has been shown 
to extend lifespan and have effects on immune processes 
when administered to mice [341-344], as well as other com-
pounds such as resveratrol and metformin [329]. However, a 
recent study demonstrated that neither rapamycin nor CR has 
effects in older mice, and that there may even be deleterious 
effects to the aging immune system [250]. Resveratrol, a 
polyphenolic flavonoid found in grapes and red wine, and 
has been shown to enhance health and increase lifespan, and 
it may currently be taken as a therapeutic supplement in hu-
mans (reviewed in [345]). Other options such as drugs that 
inhibit the growth hormone/IGF-I axis, or ones that activate 
specific sirtuins are being discussed as potentially promising 
candidates to increase lifespan [346]. 

17.2. Translating Potential Biological Mechanisms to 
Humans 
 Given the aforementioned studies in invertebrates and 
mammals, as well as all that has been discussed in this re-
view concerning the increased understanding of the neurobi-
ology of stress resilience, there seems to be potential in tar-
geting several different pathways to increase resilience in 
vulnerable populations. In addition to the potential exercise 
and CR mimetic drugs discussed in the previous section, 
there is potential to induce changes in biological pathways 
that have been implicated in resilience. For instance, this 
review provides evidence for a multitude of systems that are 
viable pharmacologic targets for increasing stress resistance: 
targeting the serotonergic system in more acute ways than 
common SSRIs; the glutamatergic system, and in particular 
the NMDA receptors as through ketamine administration; 
AMPA receptors; mGluR receptors; the GABA system; 
other neurotransmitter systems; and the HPA axis. These 
biological pathways are complex and integrated, but research 
has been aimed at uncovering the most effective pathway 
implicated in stress resilience, which may soon aid in im-
proving health, longevity, and mental capacity, especially in 
susceptible populations. 

CONCLUSION 

 Frequent exposure to adverse life events is an important 
risk factor for developing psychopathology. But, why do 
some individuals succumb to debilitating psychiatric disease 
whereas others age normally? The notion that gene-by-
environment interactions affect susceptibility to stress-
related disorders, especially genes enhancing vulnerability is 
well known. Identifying these genes that confer resilience to 
stressful events in adulthood has become even more impor-
tant. In this review, we have provided a brief overview of the 
biological mechanisms underlying stress resilience, and have 
explored how resilience changes throughout age. We have 
also offered suggestions for manipulating these mechanisms 
to improve resilience throughout life and prevent against 
stress-induced mood disorders. The topic of resilience as it 
pertains to the aged population is particularly relevant today, 
as the US Census Bureau population data projects that by 
2030, adults aged 65 and older will constitute nearly 20% of 
the population [215]. Specifically, Baby Boomers, or those 

born between 1946 and 1964, are the fastest growing age 
group in the US [215]. Thus, current research is focusing on 
how to aid these Baby Boomers as they reach old age to re-
main healthy and resilient. 

 While we have focused this review on neurobiological 
factors of resilience, it is important to emphasize once more 
that other individualistic factors such as strength, the ability 
to cope with adversity, optimism, savoring positive experi-
ences, and flexibility also largely contribute to resilient aging 
[215, 313, 347, 348], as these psychosocial processes are 
highly integrated with resilience. For example, coping 
strategies and other psychosocial influences that were briefly 
discussed in this review are critical components to maintain-
ing resilience. Though a more in-depth discussion of these 
factors was beyond the scope of this review, they are not 
trivial and should be considered when evaluating potential 
psychological interventions in conjunction with biologically-
based therapeutics to increase resilience in susceptible popu-
lations. In a similar vein, as effective interventions are de-
veloped to increase resilience, there must also be a parallel 
improvement in resilience scales in order to properly capture 
what elements of health and wellness are being impacted by 
these interventions. Currently, there are no “gold-standard” 
resilience scales, as Windle and colleagues found that each 
of the 15 measures of resilience they reviewed were missing 
information regarding psychometric properties [349]. Much 
work needs to be done to most effectively capture resiliency 
in individuals. 

 Resiliency research is still in its infancy. It is unlikely 
that neurobiological mechanisms involved in stress resil-
iency can be summarized to one single brain structure or 
target; it is more likely that circuits and systems dynamically 
drive stress resiliency. Identifying a common circuit in-
volved in drug-induced stress resiliency, such as that induced 
by a prophylactic ketamine treatment, would be beneficial 
for the success of future drug development. 

 We have also discussed here the emerging series of stud-
ies that have been conducted to probe the relationship be-
tween resilience and aging. Importantly, we prefaced this 
discussion with a summary of what is currently known about 
biological mechanisms of stress resilience, and provide sug-
gestions for how to move forward by combining what is cur-
rently known about resilience, and how it changes through-
out the aging process, to inform more effective preventative 
resilience-enhancement therapies that is effective throughout 
life. Ultimately, prophylactic approaches may reduce the 
worldwide burden of disability, saving billions of dollars a 
year for countries, and years of emotional and physiological 
distress for both patients and their loved ones. 
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En 2010, les troubles anxieux étaient la sixième cause d’invalidité en termes d’années 

de vie vécues avec un handicap, faisant d’eux l’un des désordres psychiatriques les plus 

répandus sur le globe. Depuis des années, les BZD ont prouvé leur efficacité pour soulager 

rapidement les symptômes des troubles anxieux. Malheureusement, les trop nombreux effets 

indésirables qu’elles provoquent ont conduit à revoir la stratégie thérapeutique. Désormais, 

les antidépresseurs sont indiqués en première intention dans les troubles anxieux, mais une 

fois encore, la plupart de ces traitements sont aujourd’hui limités par plusieurs facteurs, dont 

un nombre important de patients non-répondeurs, un long délai d’action avant l’apparition 

des premiers effets thérapeutiques ou encore une exacerbation temporaire des symptômes 

anxieux à l’initiation du traitement. De ce fait, le développement de nouvelles molécules 

efficaces avec des propriétés anxiolytiques rapides devient indispensable, d’autant plus que 

le taux de suicides pendant la période de latence des antidépresseurs est élevé. Toutefois, la 

mise au point de nouvelles perspectives thérapeutiques ne peut avoir lieu sans une 

compréhension minutieuse des mécanismes et des circuits à la base de la réponse de type 

anxiolytique rapide. Le premier objectif de ce travail a été de confirmer que le récepteur  

5-HT4 est une cible à privilégier pour traiter rapidement avec une efficacité comparable aux 

BZD, le phénotype anxieux basal des souris BALB/cJRj (Article 2). Des travaux ayant 

précédemment mis en évidence l’activité de type anxio-dépressive après un traitement 

chronique dans un modèle murin de dépression (Mendez-David et al., 2014). 

 

De nombreuses études cliniques et précliniques rapportent à plusieurs reprises des 

anomalies du cortex préfrontal chez des individus anxieux, et de manière intéressante, le 

récepteur 5-HT4 est largement exprimé dans cette région. Les projections glutamatergiques 

des neurones pyramidaux du cortex préfrontal se projettent, entre autres, sur les neurones 

du noyau du raphé dorsal, dont la principale activité est de synthétiser la sérotonine, un 

neurotransmetteur sans aucun doute impliqué dans les troubles de l’humeur. Le second 

objectif de ce travail a été de mettre en évidence l’un des circuits neuronaux impliqués dans 

l’effet anxiolytique induit par l’activation du récepteur 5-HT4, en examinant le rôle du circuit 
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cortex-raphé dans la réponse de type anxiolytique rapide, à l’aide d’outils 

pharmacologiques et optogénétiques (Article 2).  

 

Les troubles anxieux constituent un facteur de risque de développer des pathologies 

dépressives. De plus, la comorbidité anxieuse renforce la sévérité, la persistance et la 

récurrence des symptômes dépressifs en favorisant la résistance au traitement 

antidépresseur. Le troisième objectif de ce travail a été de développer un modèle murin de 

résilience, dans lequel les symptômes anxio-dépressifs induits par une élévation des taux de 

glucocorticoïdes pourraient être prévenus par l’activation prophylactique du récepteur  

5-HT4 (Article 3 et Brevet provisionnel en partenariat avec Columbia University, NYC, USA). 
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1. Animaux 

Des souris BALB/cJRj mâles (Figure 17), 

âgées de 8 semaines et pesant entre 20 et 25 g 

(Janvier Labs – Le Genest Saint Isle, France) ont été 

utilisées dans toutes les expériences de l’Article 2. 

Cette souche de souris sensible au stress est connue 

pour son phénotype anxieux à l’état basal 

comparativement aux autres souches standard de 

laboratoire et pour répondre à un traitement 

antidépresseur chronique, de manière fiable et répétable (Dulawa et al., 2004). Cette souche 

de souris présente également des concentrations cérébrales de sérotonine plus faibles que les 

autres souches. Cette altération s’explique par une diminution de 50% à 70% de l’activité 

catalytique de la tryptophane hydroxylase neuronale de type 2 (TpH2), causée par un 

polymorphisme nucléotidique (SNP, C1473G) dans le gène codant pour cette enzyme (Zhang 

et al., 2004). Les souris BALB/cJRJ, comparativement aux souris C57BL/6J, affichent également 

un défaut d’expression en transcrits de TpH2 dans le NRD, dans les régions proches de l’axe 

antéropostérieur, avec plus précisément une diminution de 30% dans la partie caudale située 

entre 0,8 et 1,2 mm de la ligne interaurale (Bach et al., 2011). 

 

 

Des souris C57BL/6JRj mâles (Figure 18), 

âgées de 8 semaines et pesant entre 20 et 25 g 

(Janvier Labs – Le Genest Saint Isle, France) ont été 

utilisées dans une partie des expériences de l’Article 

3. Cette souche de souris est utilisée car à l’état 

basal, elle ne répond pas à l’administration 

chronique d’antidépresseurs, comme la fluoxétine, 

l’imipramine ou l’agomélatine (David et al., 2009; 

Rainer et al., 2012) Cependant, après induction d’un 

Figure 18. Souris C57BL/6JRj 

Figure 17. Souris BALB/cJRj 
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phénotype anxio-dépressif par une augmentation des concentrations en glucocorticoïdes, 

l’administration chronique de ces mêmes traitements antidépresseurs suffit à corriger les 

conséquences comportementales induites. Ce modèle murin est ainsi appelé modèle CORT, 

pour corticostérone, l’équivalent du cortisol chez l’humain. 

 

Les souris ont aléatoirement été réparties par groupe de 4 à 5 souris par cage et 

maintenues dans des conditions d’éclairage et de température standards en laboratoire (cycle 

jour/nuit de 12h et température de 25°C). La nourriture et l’eau ont été fournies ad libitum. 

Les tests comportementaux se sont déroulés en aveugle et pendant la période lumineuse du 

cycle. Ils ont été conduits en accord avec la directive du 19 octobre n°87-848 du Ministère de 

l’Agriculture et de la Forêt, sous le protocole n°2012_100 approuvé par le comité d’éthique 

CEEA26 et sous le contrôle du Pr. Denis David, titulaire de l’autorisation d’expérimenter 

n°92256B. 

 

2. Molécules et traitements 

La fluoxétine (Prozac®, N-Methyl-gamma-(4-(trifluoromethyl)phenoxy)benzene-

propanamine) et le diazépam (Valium®, 7-Chloro-1,3-dihydro-1-methyl-5-phenyl-2H-1,4-

benzodiazepin-2-one) ont été respectivement utilisés comme comparateurs négatifs et 

positifs puisqu’ils sont indiqués dans les troubles anxieux. La fluoxétine est un ISRS qui n’a 

pratiquement aucune affinité pour les autres récepteurs sérotoninergiques, adrénergiques α1 

et α2, ß-adrénergiques, dopaminergiques, histaminergiques H1, muscariniques et 

GABAergiques (Tableau 15). La solution de fluoxétine (18 mg/kg) a été préparée à partir de 

fluoxetine hydrochloride (Anawa Trading, Zurich, Suisse) dissout dans une solution saline à 

0,9 % (David et al., 2009; Mendez-David et al., 2014). Le diazépam (1,5 mg/kg ou 3 µg) est un 

anxiolytique appartenant à la sous-classe des BZD dont les effets sont liés à une action 

agoniste spécifique sur le site allostérique positif du récepteur central GABAA, modulant 

l’ouverture du canal chlore. Quel que soit le mode d’administration, la solution de diazépam 

a été préparée en dissolvant du diazépam (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) 
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dans un mélange d’eau distillée et de Tween® 20 à 0,5 % selon un protocole établi (Petit-

Demouliere et al., 2009; Guilloux et al., 2013) 

 

L’intérêt du RS 67333 (1-(4-Amino-5-chloro-2-methoxyphenyl)-3-(1-butyl-4-

piperidinyl)-1-propanone) réside dans sa forte affinité pour le 5-HT4R (pKi = 8,7 ; (Bockaert et 

al., 2004)) (Tableau 15). En effet, excepté pour les récepteurs ! pour lesquels il possède une 

affinité de liaison de l’ordre du micro-molaire (pKi !1 = 8,9 et pKi !2 = 8,0 ; (Eglen et al., 

1995b)), le RS 67333 présente une affinité négligeable pour les autres récepteurs 

sérotoninergiques, dopaminergiques et muscariniques. Les solutions de RS 67333 (1,5 mg/kg, 

0,2 µg ou 1 µg) ont été préparées à partir de RS 67333 hydrochloride (Tocris Bioscience, 

Bristol, Royaume-Uni) dissout dans une solution de β-cyclodextrine (Kleptose®, Roquette, 

France) à 20% pour les administrations aiguës ou à 10% pour les administrations chroniques 

par mini-pompes osmotiques (ALZET®, CA, USA) ou dans un mélange de liquide céphalo-

rachidien artificiel (LCR, 147mM NaCl, 3,5 mM KCl, 1,2 mM MgCl2, 1,26 mM CaCl2, 25 mM 

NaHCO3, 1 mM NaH2PO4) et de ß-CD 5 % (McMahon & Cunningham, 1999; Orsetti et al., 2003; 

Mendez-David et al., 2014).  

 

Le GR 125487 (5-fluoro-2-methoxy-[1-[2-[(methylsulfonyl)amino]ethyl]-4-piperidinyl]-

1H-indole-3-methylcarboxylate sulfamate) est le plus sélectif des antagonistes du 5-HT4R (pKi 

= 10,6 ; (Schiavi et al., 1994)) (Tableau 15), avec une affinité 1 000 fois supérieure à celle pour 

les autres récepteurs sérotoninergiques. La solution de GR 125487 (1,0 mg/kg ; Tocris 

Bioscience, Bristol, Royaume-Uni) a été préparée en le dissolvant dans une solution de ß-CD 

20 % ou dans un mélange de LCR artificiel et de ß-CD 5 % (Mendez-David et al., 2014). Pour 

s’assurer de la sélectivité des effets de type anxiolytique induits par le RS 67333, le GR 125487 

a été injecté par voie intrapéritonéale 15 minutes avant l’administration de RS 67333 ou de 

diazépam. 

 

Le para-chlorophenylalanine (p-CPA) est un puissant inhibiteur de l’activité 

enzymatique de la TpH et un agent dépléteur sélectif des stocks de sérotonine cérébrale, qui 

n’affecte que très légèrement les concentrations des autres catécholamines (Koe & 

Weissman, 1966). La solution de p-CPA (150 mg/kg) a été préparée à partir d’une solution de 
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4-Chloro-DL-phenylalanine methyl ester hydrochloride (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin 

Fallavier, France) dissout dans une solution de polysorbate 80 à 1 % (Pham et al., 2017). Le  

p-CPA a été injecté par voie intrapéritonéale, deux fois par jour pendant trois jours 

consécutifs, avant les tests comportementaux. 

 

La kétamine (2-(2-Chlorophenyl)-2-(methylamino)cyclohexanone) est un antagoniste 

non compétitif du récepteur N-méthyl-d-aspartate (NMDA-R) qui, après fixation sur le site de 

la phencyclidine (PCP) intra-canalaire, induit le blocage du canal et donc de l’influx calcique 

consécutif à l’ouverture du canal. La kétamine possède une forte affinité pour les NMDA-R 

(pKi = 6,18 ; (Roth et al., 2013)) (Tableau 15), mais aussi pour les récepteurs dopaminergiques 

D2, sérotoninergiques 5-HT2 et pour les récepteurs opioïdes μ, κ et δ ((Kapur & Seeman, 

2002)). La kétamine (10, 30, 90 mg/kg ; IMALGENE 1000®, Merial, Lyon, France) a été injectée 

par voie intrapéritonéale, à dose unique, avant le début du traitement à la corticostérone. 

 

La corticostérone (11β,21-Dihydroxy-4-pregnene-3,20-dione) a été utilisée pour 

induire un phénotype anxio-dépressif chez la souris C57BL/6JRj. La corticostérone (Sigma-

Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) a été dissoute dans une solution de β-cyclodextrine 

(Kleptose®, Roquette, France) à 0,45% et administrée pendant 4 semaines dans l’eau de 

boisson à la dose de 5 mg/kg/jour ((David et al., 2009; Mendez-David et al., 2014; Brachman 

et al., 2016)). La corticostérone se dégradant rapidement, des biberons opaques ont été 

utilisés et les solutions ont été changées deux fois par semaine. 
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Tableau 15. Affinités des différents ligands pour les récepteurs 5-HT4 et GABAA 

Ligand Structure chimique Récepteur pKi Références 

Sérotonine  
(5-HT) 

 

5-HT4 7,1 
(Bockaert et 

al., 2004) 

Fluoxétine 
(Flx) 

 

5-HT4 négligeable 
(Lucchelli et al., 

1995) 

GABAA négligeable (Vidal, 2015) 

RS67333 
(RS) 

 

5-HT4 8,7 

(Bockaert et 

al., 
2004)(Bockaert 

et al., 
2004)(Bockaert 

et al., 
2004)(Bockaert 

et al., 2004) 

GR125487 
(GR) 

 

5-HT4 10,6 
(Schiavi et al., 

1994) 

Acide "-
amino-

butyrique 
(GABA) 

 
GABAA 7,6 

(Ebert et al., 
1997) 

Diazépam 
(DZP) 

 

GABAA 7,8 
(Pritchett et al., 

1989) 

Kétamine 

 

5-HT4 ?  

NMDA-R 6,18 
(Roth et al., 

2013) 
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3. Manipulations in vivo 

3.1. Études des performances liées à l’émotion chez la Souris 

 Tests prédictifs d’un phénotype ou d’une activité de type anxiolytique 

Test du champ ouvert (OF, de l’anglais Open Field) : conçu à l’origine par Hall et 

collaborateurs (Hall, 1932) pour comptabiliser les défécations comme mesure de l’émotivité 

des animaux, ce test est désormais plus couramment utilisé pour évaluer le comportement 

anxieux et l’activité locomotrice des animaux suite à une intervention pharmacologique. Dans 

ce test, l’animal est placé dans une enceinte étrangère en plexiglas à 2 dimensions (43x43 cm), 

où chaque cadre compte 16 x 16 cellules photoélectriques infrarouges permettant 

l’enregistrement automatique du nombre de faisceaux interrompus (Activity monitor, 

Sandown Scientific, UK) (Figure 19). Pour évaluer le comportement anxieux des animaux, le 

nombre d’entrées et le temps passé dans le centre de l’enceinte, mais aussi en périphérie, 

ainsi que le ratio de la distance ambulatoire dans le centre sur la distance ambulatoire totale 

sont les paramètres évalués pendant 10 minutes. Pour évaluer l’activité locomotrice 

spontanée des animaux, les mêmes paramètres sont évalués pendant 30 minutes.  

 

 

 

 

  

Figure 19. Open Field 

Ce test est caractéristique d’un phénotype de 
type anxieux en évaluant pendant 10 minutes 
le temps passé et le nombre d’entrées dans le 
centre de l’enceinte. L’administration unique 
d’un anxiolytique augmente ces deux 
paramètres sans affecter l’activité 
locomotrice. 
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Test du labyrinthe en croix surélevé (EPM, de l’anglais Elevated Plus Maze) : le 

labyrinthe en croix surélevé a initialement été développé par Handley et Mithani (Handley & 

Mithani, 1984) puis validé chez le rat (Pellow et al., 1985) et la souris (Lister, 1987) dans le but 

d’identifier les effets anxiolytiques ou anxiogéniques de molécules. Le labyrinthe, situé à 50 

cm au-dessus du sol et éclairé par une lampe, est constitué de 2 bras fermés et de 2 bras 

ouverts de 45 cm de long et 10 cm de large, reliés par une plateforme centrale (Figure 20). La 

situation conflictuelle induite par la curiosité innée des souris à explorer un nouvel 

environnement et leur aversion pour les espaces ouverts et en hauteur permet de caractériser 

l’anxiété de ces animaux. Lors du test, l’animal est placé au centre du labyrinthe, sur la 

plateforme d’indécision, face à un bras ouvert. Les paramètres mesurés pendant 5 minutes, à 

l’aide d’une caméra et d’un logiciel de vidéo-tracking (BioEPM3C, Bioseb, France) sont le 

nombre d’entrées et le temps passé dans les bras ouverts et les bras fermés ainsi que le ratio 

de la distance ambulatoire dans les bras ouverts sur la distance ambulatoire totale. 

 

 

 
 

  

Figure 20. Elevated Plus Maze 

Ce test est caractéristique d’un phénotype de 
type anxieux en évaluant pendant 5 minutes 
le temps passé et le nombre d’entrées dans les 
bras ouverts du labyrinthe. L’administration 
unique d’un anxiolytique augmente ces deux 
paramètres sans affecter l’activité 
locomotrice. 
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 Tests prédictifs d’un phénotype ou d’une activité de type 

antidépressive 

Test de toilettage forcé (ST, de l’anglais Splash Test) : ce test, décrit par Surget et 

collaborateurs (Surget et al., 2008) évalue en environnement familier, le comportement de 

toilettage défini comme un nettoyage de la fourrure par léchage d’au moins 2 secondes, après 

vaporisation d’une solution de sucrose à 10% sur le dos de l’animal. La viscosité de la solution 

incitant l’animal à se toiletter, la latence entre la pulvérisation et le début du toilettage, le 

temps de toilettage et le nombre d’épisodes de toilettage sont les paramètres évalués 

pendant 5 minutes (Figure 21).  

 
 

 

 
 

 Tests prédictifs d’un phénotype ou d’une activité mixte 

Test d’alimentation supprimée par la nouveauté (NSF, de l’anglais Novelty Suppressed 

Feeding) : à l’origine modélisé chez le rat par Bodnoff et collaborateurs (Bodnoff et al., 1988) 

et adapté chez la souris par Santarelli et collaborateurs (Santarelli et al., 2003), ce test induit 

chez l’animal une situation de motivation conflictuelle entre l’envie d’aller se nourrir et la peur 

de s’aventurer au centre de l’enceinte. La veille du test, la nourriture est retirée de la cage des 

animaux. Le jour du test, la nourriture est disposée sur un cercle blanc éclairé, au centre d’une 

enceinte rectangulaire de 50 x 40 x 20 cm, recouverte d’une couche de sciure d’environ 2 cm 

et l‘animal y est placé dans un coin. La latence pour aller se nourrir est enregistrée pendant 

10 minutes et immédiatement après le test, l’animal est transféré dans son environnement 

familier où la quantité de nourriture consommée en 5 minutes sera mesurée (Figure 22). 

Figure 21. Splash Test 

Ce test est caractéristique d’un 
phénotype de type dépressif en 
évaluant pendant 5 minutes la durée 
de toilettage. L’administration 
chronique d’un antidépresseur 
augmente ce paramètre. 
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3.2. Technique de stéréotaxie chez la Souris 

Après anesthésie à l’hydrate de chloral (400 mg/kg, i.p.), les souris sont placées sur un 

cadre stéréotaxique pour permettre l’implantation de canules d’injection, de micropipettes 

en verre, de sondes de microdialyse ou encore d’optrodes après détermination préalable des 

coordonnées théoriques de l’implantation grâce à l’Atlas du cerveau de souris (Paxinos, 2007). 

Le calcul des coordonnées stéréotaxiques de la structure cible s’effectue par rapport aux 

coordonnées du Bregma et du Lambda situés sur le crâne de la souris à l’intersection de 

différentes lignes de sutures osseuses. Les coordonnées de la structure cible sont déterminées 

selon trois axes d’orientation : antéro-postérieur (AP), médio-latéral (ML) et dorso-ventral 

(DV) (Figure 23). 

 

  

10
MIN 

Figure 22. Novelty Suppressed 

Feeding 

Ce test est caractéristique d’un 
phénotype mixte de type anxieux et 
dépressif en évaluant pendant 10 
minutes maximum la latence pour se 
nourrir. L’administration unique d’un 
anxiolytique ou chronique d’un 
antidépresseur réduit ce paramètre 
sans affecter la consommation de 
nourriture dans la home cage. 



 

 

 Matériels & Méthodes 
 

  

165 

Figure 23. Placement de l’animal dans un cadre stéréotaxique et repères stéréotaxiques en vue 

d’une injection ou d’une implantation intracérébrale. 

 
 

Adapté de (Ferry, 2012) 

 
La tête de la souris est maintenue immobile, en position horizontale, grâce à deux 

barres d’oreilles insérées délicatement dans les deux conduits auditifs et une barre à dents 

glissée derrière les incisives supérieures. Après asepsie de la zone opératoire à l’alcool 70%, 

l’épiderme est incisé de manière longitudinale avec un bistouri et les différentes lignes de 

suture des quatre plaques osseuses sont révélées avec de l’eau oxygénée (10 volumes). Une 

fois que le Bregma, aussi appelé « point référence zéro » est identifié, il convient de vérifier 

l’horizontalité du crâne. Pour cela, l’écart DV entre le Bregma et le Lambda ne doit pas excéder 

± 20 µm. Lorsque les coordonnées AP et ML sont identifiées, l’os crânien est percé à l’aide 

d’une fraise permettant ainsi l’accès à la dure-mère qui constitue le point zéro de l’axe DV. Les 
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coordonnées de chaque structure en fonction du protocole réalisé après chirurgie sont 

résumées dans le Tableau 16.  

Tableau 16. Coordonnées des différentes régions cibles selon l’Atlas du cerveau de souris en 

fonction de la technique utilisée a posteriori. 

Structures Techniques Matériels Coordonnées (en mm) 

   AP DV ML # 

CPFm Injection locale Canules  + 2,20 - 2,60 ± 0,50  

HPCv Injection locale Canules - 2,80 - 2,00 ± 2,50  

NRD Électrophysiologie Micropipette en verre  2,5 – 3,5   

NRD Optogénétique Optrodes - 4,50 - 4,00 + 1,20 15° 

 

Abréviations : AP : antéro-postérieur ; CPFm : cortex préfrontal médian ; DV : dorso-ventral ; HPCv : hippocampe 

ventral ; ML : médio-latéral ; NRD : noyau du raphé dorsal. 

 

D’après (Paxinos, 2007) 

 

 

Selon le protocole expérimental réalisé a posteriori de la chirurgie, les canules, 

micropipettes, sondes ou optrodes (Figure 24) sont insérées très lentement dans le cerveau, 

à raison d’un millimètre par minute, pour limiter les conséquences de la lésion tissulaire. Les 

différentes sondes sont ensuite maintenues de manière solidaire au crâne de l’animal grâce à 

une résine dentaire autopolymérisable poudre et liquide (DENTALON® plus, Kulzer). Après 

durcissement complet de la résine, l’animal est retiré du cadre et replacé dans sa cage avec 

ses congénères où il sera autorisé à récupérer pendant 1 semaine, sous surveillance post-

opératoire quotidienne. 
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Figure 24. Schéma des différents implants utilisés pour la stéréotaxie. 

Canule d’injection Optrode 

 

  

 

 

3.3. Étude d’électrophysiologie intracérébrale chez la Souris anesthésiée 

 Principe 

Dans les neurones, comme dans toutes les autres cellules de l’organisme, il existe une 

différence de charge ionique entre les côtés intracellulaire et extracellulaire générant ainsi un 

potentiel membranaire, mesuré en Volt. Le potentiel membranaire du neurone au repos est 

d’environ -70 mV. Le mouvement des ions entre la le milieu intra- et extracellulaire, à travers 

les différents types de canaux ioniques présents au niveau de la membrane cellulaire, crée un 

courant qui engendre un changement au niveau du potentiel membranaire. Lorsque ce 

potentiel atteint le seuil d’environ -30 mV, un potentiel d’action est déclenché par le corps 

cellulaire et se propage dans l’axone jusqu’aux terminaisons axonales. Ce potentiel d’action, 

souvent appelé spike de par son déclenchement rapide (moins d’une seconde), représente le 
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moyen de communication entre les neurones et est mesurable par différentes techniques 

d’électrophysiologie. Il existe 3 principales catégories d’enregistrement en électrophysiologie, 

en fonction de l’endroit où l’électrode est placée au niveau du neurone : l’enregistrement 

extracellulaire où l’électrode est placée à l’extérieur et à proximité du neurone d’intérêt, 

l’enregistrement intracellulaire où l’électrode est introduite dans le neurone d’intérêt et enfin 

le patch clamp où l’électrode est apposée sur la membrane pour former un joint étanche entre 

la membrane et l’électrode. Dans cette étude, c’est la première méthode qui a été utilisée.  

 

Une plateforme d’électrophysiologie se compose de certains éléments fondamentaux. Le 

signal est détecté par une microélectrode, ici une micropipette de verre insérée dans le 

cerveau de l’animal au niveau du neurone d’intérêt. La microélectrode transmet alors le signal 

à un amplificateur, à un oscilloscope puis à un ordinateur permettant la visualisation du 

potentiel de membrane dans le temps. 

 

 Enregistrements extracellulaires de l’activité électrique des neurones 

sérotoninergiques du noyau du raphé dorsal 

Cette expérience a été réalisée par le Dr. Bruno Guiard au Centre de Recherches sur la 

Cognition Animal à Toulouse. Les animaux ont été anesthésiés à l’hydrate de chloral 

(400 mg/kg, i.p.) et placés dans un cadre stéréotaxique. Les enregistrements extracellulaires 

unitaires ont été réalisés d’après le protocole de Guiard et collaborateurs (Guiard et al., 2011), 

à l’aide de micropipettes en verre à un seul baril (R&D Scientific Glass, USA), pré-chargées avec 

des filaments de fibres de verre pour en faciliter le remplissage capillaire, avec une solution 

de NaCl 2M. La pointe des micropipettes a été brisée à 2-4 µm puis étirée grâce à un étireur 

de pipette (Narishige, Japon) de sorte à obtenir une résistance comprise entre 2,5 et 5 MΩ. 

Après chirurgie, la micropipette a été introduite dans le cerveau de l’animal, à 0,2-0,5 mm en 

arrière de la ligne interaurale et sur une distance d’environ 2,5-3,5 mm en dessous de la 

surface du cerveau, jusqu’à rencontrer des neurones sérotoninergiques (Figure 25). Ces 

neurones se caractérisent par une cadence de décharge lente (0,5 – 2,5 Hz), régulière et de 

longue durée (0,8 – 1,2 ms). 
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Pour déterminer si l’administration aiguë de RS67333 (1,5 mg/kg) modifie l’activité des 

neurones sérotoninergiques du NRD, la cadence de décharge de ces neurones a été mesurée 

avant et après injection par voie systémique du composé. 

 

Figure 25. Placement de l’électrode mesurant l’activité électrique extracellulaire d’un neurone.  

 
 

Adapté de (Guiard et al., 2011) 
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3.4. Étude d’optogénétique couplée au comportement la souris vigile 

 Principe 

Au cours des dernières années, l’optogénétique est devenue l’une des technologies 

clés dans la compréhension et la cartographie des circuits neuronaux, ouvrant des 

perspectives considérables dans le traitement de nombreuses pathologies cérébrales. En 

effet, l’optogénétique permet de contrôler transitoirement et avec précision, l’activité d’une 

population neuronale spécifique sans affecter les cellules alentours et sans utiliser de produits 

chimiques, chez l’animal éveillé et libre de ses mouvements. Cette technologie, inventée en 

2006 par K. Deisseroth, l’un des pionniers dans le domaine, combine des techniques 

d’optiques et de photoniques «opto-» avec des techniques de génie génétique  

«-génétique», un ensemble d’approches apparues indépendamment depuis la fin des années 

1990 (Deisseroth et al., 2006). En 2010, cette méthodologie unique et véritable révolution 

technologique a été élue technique de l’année par le journal Nature Methods. 

 

Le contrôle de l’activité neuronale par la lumière est rendu possible par l’introduction 

génétique de protéines sensibles à la lumière, appelées opsines. L’une des fonctions 

principales de ces opsines est de fournir l’environnement nécessaire à l’absorption de la 

lumière à une longueur d’onde donnée, en captant l’énergie lumineuse. Ces protéines à 7 

domaines transmembranaires sont couplées à une protéine G dont l’activation dépend des 

modifications de la structure moléculaire des opsines induites par l’absorption de la lumière. 

L’activation de la protéine G initie alors une cascade de signalisation enzymatique générant 

une réponse électrique dans la cellule photoréceptrice (Duebel et al., 2015).  

 

En fonction du type d’opsine, cette réponse se traduit par l’ouverture de divers canaux 

permettant un flux passif d’ions à travers la membrane, responsable d’une dépolarisation ou 

d’une hyperpolarisation neuronale. Les neurones n’étant pas des cellules sensibles à la 

lumière, il convient donc d’introduire des opsines, dîtes microbiennes, dans ces cellules. Ceci 

est rendu possible par l’utilisation d’adénovirus, dont le tropisme permet d’infecter une 
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grande diversité de cellules et dont une partie du génome peut être remplacée par un gène 

d’intérêt, ici le gène codant pour un type d’opsine.  

 

Actuellement, il existe une grande variété d’opsines microbiennes offrant la possibilité 

d’activer ou d’inhiber très rapidement l’activité d’une population neuronale. Les opsines 

microbiennes les plus communément utilisées en optogénétique comprennent les 

archaerhodopsines, premières à avoir été identifiées et initialement appelées 

bacteriorhodopsines, les channelrhodopsines et les halorhodopsines (Tableau 17).  

 

 

Tableau 17. Propriétés pharmacologiques, cinétiques et spectrales des opsines utilisées en 

optogénétique  

Abréviation Espèces 
Propriétés 

pharmacologiques 
Activité 

Constante de 

désactivation 

Longueur 

d’onde 

VChR1 Volvox carteri Canal cationique + 133 ms 545 nm 

ChR2 
Chlamydomonas 

reinhardtii 
Canal cationique + ~10 ms 470 nm 

ChETA  Canal cationique + 4-8 ms 
470-500 

nm 

ChRGR  Canal cationique + 4-5 ms 474 nm 

eNpHR3.0 
Natronomonas 

pharaonis 
Canal chlore - 4,2 ms 590 nm 

Arch3.0/ArchT 
Halorubrum 

sodomense 
Pompe à proton - 9 ms 

530-560 

nm 

eBR 
Halobacterium 

salinarum 
Pompe à proton - 18,9 ms 560 nm 

Opto-XR  
Couplage aux 

protéines G 
+/- 0,5-20 ms 

440-500 

nm 

 
Abréviations : + : dépolarisation ; - : hyperpolarisation. 
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Adapté de (Yizhar et al., 2011) 

Les archaerhodopsines (Arch) extraites d’Halorubrum sodomense sont des pompes à 

proton, décrites pour la première fois par Oesterhelt et Stoeckenius (Oesterhelt & 

Stoeckenius, 1971). La stimulation de ces opsines par la lumière jaune ou verte (530-590 nm) 

induit un changement de conformation de la protéine permettant la libération de protons (H+) 

hors de la cellule. Identifiées par Nagel et Hegemann (Nagel et al., 2002), les 

channelrhodopsines (ChR) issues de Chlamydomonas reinhardtii, sont des canaux cationiques 

non spécifiques, activés par la lumière bleue (470 nm). En réponse à des impulsions 

lumineuses, ces opsines génèrent des courants ioniques de sodium (Na+), de potassium (K+) 

et de calcium (Ca2+) suffisant pour déclencher des potentiels d’action, avec une latence proche 

de la milliseconde (Figure 26). ChR2 a été utilisée pour la première fois par Boyden et son 

équipe en 2005, dans le but de contrôler l’activité électrique de neurones hippocampiques en 

culture (Boyden et al., 2005). Désormais, des variants de ChR2 sont disponibles, comme par 

exemple les ChETA ou les ChRGR aussi connues sous le nom d’opsines ultra-rapides, pour 

garantir une cinétique de désactivation rapide pour les régimes de décharge à haute 

fréquence. Isolées chez Natromonas pharaonis et découvertes par Matsuno-Yagi et Mukohata 

(Matsuno-Yagi & Mukohata, 1977), les halorhodopsines (HR) sont des canaux chlore, qui après 

stimulation par la lumière jaune (580 nm) génèrent un flux entrant d’ions chlorure (Cl-) (Figure 

26). Les Arch et HR et les ChR présentent une cinétique rapide et permettent respectivement 

une hyperpolarisation et une dépolarisation sélective de la membrane des cellules 

génétiquement ciblées lors de l’illumination. Mais contrairement à Arch et ChR, les HR entrent 

dans des états inactifs de longue durée avec un temps de récupération de plusieurs minutes, 

alors que Arch et ChR recouvrent spontanément leurs fonctions en quelques secondes. C’est 

pour cette raison que dans notre étude, nous avons préféré utiliser des outils tels que Arch et 

ChR2, plus adaptés à des protocoles comportementaux mettant en jeu des séquences de 

stimulation et d’inhibition répétées.  

 

Il existe une alternative aux opsines microbiennes. Les opsines animales ou opto-XR 

sont utilisées pour photoactiver des voies de signalisation intracellulaires spécifiques, liées à 

un récepteur métabotropique spécifique. Ces opsines de signalisation biochimiques, 

conceptualisées par l’équipe de Deisseroth (Airan et al., 2009), sont des protéines chimères 
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dans lesquelles les boucles intracellulaires de la rhodopsine sont remplacées par celles d’un 

récepteur à 7 domaines transmembranaires, couplé à une protéine G (GPCR), afin de 

permettre à ces opsines de cibler spécifiquement les seconds messagers intracellulaires 

normalement recrutés par ces récepteurs. Parmi ces chimères, on retrouve les opto-ß2AR 

(voie Gs/AMPc) et opto- α1AR (voie Gq/IP3/DAG) pour les récepteurs adrénergiques et le Rh-

CT5-HT1A (voie Gi/o/AMPc) pour les récepteurs sérotoninergiques. 

 

Figure 26. Contrôle par optogénétique des influx électriques neuronaux par l’utilisation de 

pompes ou canaux photosensibles. 

 



 

 

 Matériels & Méthodes 
 

  

174 

 
Adapté de (Yizhar et al., 2011)  
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 Expression neuronale des opsines chez la souris 

L’un des avantages de l’optogénétique est d’offrir une spécificité pour un type 

cellulaire ou pour un circuit neuronal particulier grâce à la transgénèse. On en distingue deux 

types : la transgénèse de la lignée germinale par croisement génétique, longue mais 

permettant une expression à la fois forte et spécifique ainsi que la conservation des 

modifications génétiques dans le temps, et la transgénèse somatique par injection 

intracrânienne de vecteurs viraux, rapide et permettant un niveau d’expression élevé. 

 

La transgénèse de la lignée germinale (Figure 27A) consiste à croiser une souris 

exprimant la recombinase Cre (pour cause recombination) dans une population cellulaire 

spécifique, ici les cellules pyramidales exprimant la protéine kinase Ca2+/calmoduline-

dépendante de type 2 (CaMKII), avec une souris rapportrice dont l’expression du transgène 

codant une protéine d’intérêt, ici ChR2 ou Arch, est sous le contrôle d’un promoteur à forte 

activité transcriptionnelle. La recombinase Cre est capable de reconnaître spécifiquement un 

site LoxP, qui chez la lignée rapportrice se situe de part et d’autre d’un codon STOP empêchant 

la transcription du transgène. Une fois l’ADN clivé, le codon STOP est excisé et le transgène 

peut alors être transcrit uniquement dans les cellules qui expriment la recombinase Cre, à 

savoir les cellules pyramidales. C’est en utilisant cette stratégie d’expression qu’une équipe 

du Allen Institute for Brain Science à Seattle a créé 4 nouvelles lignées de souris « Cre-

dépendantes », exprimant ChR2, Arch ou NpHR3.0 (Madisen et al., 2012). Cette équipe a ainsi 

montré que ces lignées permettaient une activation ou une inhibition robuste des neurones 

pyramidaux corticaux et hippocampiques in vitro et in vivo lors d’une illumination. Diverses 

lignées, recensées dans la revue de (Yizhar et al., 2011), sont disponibles pour l’activation ou 

l’inhibition de populations neuronales autres que les neurones pyramidaux, comme par 

exemple la lignée PV-Cre ciblant les interneurones inhibiteurs corticaux, la lignée DAT-Cre 

ciblant les neurones dopaminergiques ou encore la lignée ePET-Cre ciblant les neurones 

sérotoninergiques du NRD.  
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La transgénèse somatique (Figure 27B) vise à modifier le génome de cellules non 

reproductrices, ici les cellules pyramidales glutamatergiques du CPFm, à l’aide de vecteurs 

viraux qui permettent l’incorporation des outils optogénétiques dans ces cellules. 

L’organisation du génome des adénovirus utilisés dans notre étude se compose d’une cassette 

d’expression du transgène (ChR2 ou ArchT), d’un promoteur qui dérive de la CaMKII et qui 

garantit que seules les cellules excitatrices du CPFm sont capables d’exprimer le transgène et 

d’un gène reporter (GFP ou eYFP) utilisé pour visualiser post-mortem les profils d’expression 

génique et la localisation du transgène. 

 

Dans notre étude, trois types de virus ont été utilisés (Tableau 18). Ces virus ont été 

injectés bilatéralement dans le CPFm des animaux après anesthésie à l’hydrate de chloral 

(400 mg/kg, i.p.), avec un débit de perfusion de 0,2 µL/min pour un volume total par côté de 

0,5 µL. Cette chirurgie a été effectuée 8 semaines avant la réalisation des tests 

comportementaux afin de permettre au transgène d’être transporté et exprimés au niveau 

des terminaisons synaptiques des neurones pyramidaux du CPFm, situées dans le NRD.  

 

Tableau 18. Virus utilisés dans les expériences d’optogénétique. 

Intitulé Titre Source 

AAV5-CaMKII-eYFP 
5,3x1012 molécules de 

virus/mL 

K. Deisseroth, UNC 

Vector Core, USA 

AAV5-CaMKII-hChR2(H134R)-eYFP 
6,2x1012 molécules de 

virus/mL 

K. Deisseroth, UNC 

Vector Core, USA 

AAV5-CaMKII-ArchT-GFP 
7,5x1012 molécules de 

virus/mL 

E. Boyden, UNC Vector 

Core, USA 
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Figure 27. Stratégies d’expression des opsines utilisées en optogénétique chez la souris. 

 
(A) La transgénèse de la lignée germinale faisant appel au croisement d’une lignée de souris floxée avec un 

transgène d’intérêt avec une lignée de souris Cre-dépendante sous le contrôle d’un promoteur spécifique. (B) La 

transgénèse somatique utilisant des virus adéno-associés. 

 

Adapté de (Buchen, 2010) 

A 

B 
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 Construction des fibres optiques 

La fabrication des optrodes a été réalisée selon le protocole décrit par Sparta (Sparta 

et al., 2011) (Figure 28). La fibre optique (0,39 NA, Ø200 µm core multimode, Thorlabs, France) 

a d’abord été dénudée puis coupée avec une pointe en diamant. La parfaite circularité des 

extrémités de la fibre optique a été vérifiée au microscope optique avant d’insérer la fibre 

optique dans une férule en céramique (LC Ø230 µm, Thorlabs, France). La fibre optique et la 

férule sont fermement maintenues ensemble grâce à une résine époxy. L’extrémité de la fibre 

optique qui sera reliée au laser a ensuite été polie sur différentes feuilles de papier abrasif 

avec une taille de grain décroissant (5 µm silicon carbide, 3 – 1 µm aluminium oxyde et 0,3 µm 

calcined alumina, Thorlabs, France). Lorsque la surface de la fibre optique est parfaitement 

lisse, le rendement est mesuré à l’aide d’un compteur de puissance lumineuse (PM20, 

Thorlabs, France). Seules les optrodes avec un rendement supérieur à 80% ont été conservées 

en vue de l’implantation chez les animaux.  
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Figure 28. Protocole de fabrication des optrodes. 

 
 

Adapté de (Sparta et al., 2011) 
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 Stimulation lumineuse 

Sept semaines après l’injection intracorticale de 

virus, les animaux ont subi une deuxième chirurgie 

permettant l’implantation des optrodes dans le NRD. Selon 

le protocole, les animaux ont également pu être implantés, 

dans une même chirurgie, avec des canules d’injection dans 

le CPFm (Figure 29). La stimulation des terminaisons 

glutamatergiques du CPFm dans le NRD, simultanément au 

comportement, a été réalisée à l’aide d’un laser délivrant 

des pulses de lumière bleue (OEM laser systems) à une 

longueur d’onde de 473 nm et d’une puissance de 10-

12 mW. Les pulses de 10 ms délivrés à une fréquence de 

10 Hz ont pu être contrôlés par un stimulateur (Master-8, 

A.M.P Instruments, Israël) (Kheirbek et al., 2013). Ces 

paramètres ont été choisis de manière à mimer la fréquence 

de décharge électrique des neurones sérotoninergiques du 

NRD en conditions physiologiques. Dans l’EPM, afin 

d’étudier les effets d’une activation de la voie cortex-raphé 

sur le phénotype anxieux, une séquence ON de 3 minutes suivie d’une séquence OFF de 3 

minutes a été appliquée. L’inhibition des terminaisons a, quant à elle, été réalisée avec un 

laser délivrant une lumière verte continue (OEM laser systems) à une longueur d’onde de 

532 nm et d’une puissance de 15-16 mW. Ces paramètres d’illumination ont été adaptés du 

protocole de Kheirbek pour eNpHR3.0 (Kheirbek et al., 2013). Afin de visualiser les effets du 

traitement pharmacologique sur le phénotype anxieux dans l’EPM, une séquence OFF a 

d’abord été appliquée pendant 3 minutes suivie d’une séquence ON de 3 minutes. Cet ordre 

de séquence ainsi défini a permis d’observer les conséquences d’une inhibition de la voie 

cortex-raphé sur les effets de type anxiolytique induits de manière pharmacologique.  

 

  

Figure 29. Schéma du 

couplage de l’optogénétique 

avec l’EPM chez la souris 
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 Vérification de l’expression des opsines 

Pour s’assurer que les opsines sont bien exprimées au niveau des terminaisons des 

neurones pyramidaux du CPFm situées dans le NRD, un gène reporter a été inséré dans le 

génome de chacun des virus. Ce gène reporter émet un signal fluorescent visualisable par 

microscopie confocale après immunomarquage.  

 

Après anesthésie (100 mg/ml kétamine ; 20 mg/ml xylazine, i.p.), les animaux ont été 

perfusés par voie intracardiaque avec une solution froide de sérum physiologique (0,9% NaCl) 

pendant 2 minutes puis par une solution froide de paraformaldéhyde (4% PFA). Les cerveaux 

ont été prélevés et disposés dans une solution cryoprotectrice de sucrose (30% sucrose ; 0,1% 

sodium azide) à 4°C pendant 3 jours consécutifs, en changeant la solution tous les jours. Les 

cerveaux ont ensuite été découpés au cryostat dans leur totalité en tranches coronales de 

35 µm d’épaisseur et stockés dans un mélange de solution saline dans un tampon phosphate 

(1X PBS ; 0,1% sodium azide). Les coupes flottantes ont été incubées dans un tampon de 

blocage (0,5% triton X-100 ; 5% normal donkey serum (NDS) ; 1X PBS) pendant 2 heures à 

température ambiante. Les protéines eYFP et GFP ont été détectées en utilisant un anticorps 

polyclonal anti-GFP de lapin (1:500, #A-11122, Thermo Fischer Scientific, France) dilué dans du 

tampon de blocage et laissé à incuber avec les coupes flottantes à 4°C pendant toute la nuit. 

Après plusieurs lavages de 1X PBS, un anticorps secondaire Cy3-AffiniPure anti-lapin d’âne 

(1:250, #711-165-15, Jackson Immunoresearch, UK) a été ajouté dans une solution tampon 

(1X PBS ; 10% NDS) et incubé avec les coupes flottantes pendant 2 heures à température 

ambiante. De nouveaux rinçages avec du 1X PBS ont été effectués avant de monter sur lame 

puis de laisser sécher à l’air les coupes flottantes. Pour finir, les coupes ont été recouvertes de 

fluoromont et visualisées au microscope confocal (Leica TCS SP8) en utilisant les filtres 

appropriés.  
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4. Manipulations ex vivo 

4.1. Mesure de la concentration en sérotonine par ELISA 

Pour vérifier la bonne déplétion en 5-HT du cortex préfrontal, la concentration en 5-

HT dans cette région a été dosée par méthode immuno-enzymatique ELISA. Cette méthode 

quantitative ultra-sensible permet de déterminer des concentrations sériques d’une 

substance, ici la 5-HT, grâce à sa détection par son ligand conjugué à une enzyme qui produit 

une réaction colorée en agissant sur un substrat chromogénique.  

 

A la fin des tests comportementaux, les animaux ont été sacrifiés et les cerveaux 

prélevés puis disséqués afin d’isoler le cortex frontal. Sur la glace, les tissus ont été broyés 

mécaniquement dans une solution de tampon de lyse (70% acide perchlorique commercial ; 

1,76 mg acide ascorbique ; 24,4 mg EDTA ; dH2O). Le surnageant a été récolté et transféré 

dans un nouveau tube en vue de l’acylation des protéines. Cette étape est nécessaire et 

préalable au test ELISA car elle permet aux antigènes spécifiques de la 5-HT contenus dans les 

échantillons de se fixer de manière électrostatique à la phase solide de la plaque de micro-

titration. Pour ce faire, les échantillons ont été déposés dans les puits de la plaque d’acylation 

et incubés pendant 5 minutes à température ambiante sous agitation avec le tampon 

d’acylation. Les standards (solutions contenant des concentrations connues d’anticorps), les 

contrôles et les échantillons acylés ont ensuite été transférés de la plaque d’acylation à la 

plaque de micro-titration (Labor Diagnostika Nord, Allemagne). L’anticorps anti-5-HT de lapin 

a été ajouté à chaque échantillon afin de permettre aux antigènes de rentrer en compétition 

avec un nombre fixe de sites de liaison de l’anticorps. Après incubation pendant 15 à 20 heures 

à 4°C, les antigènes libres et les complexes antigène-anticorps libres ont été éliminés par 3 

lavages successifs. Les complexes antigène-anticorps liés à la phase solide ont été détectés 

par un anticorps anti-lapin de chèvre, conjugué à une peroxydase, qui a été laissé à incuber 

avec les échantillons pendant 30 minutes à température ambiante sous agitation. Pour finir, 

le tétraméthylbenzidine (TMB), un substrat chromogène utilisé comme révélateur de la 

peroxydase, a été incubé avec les échantillons pendant 30 minutes à température ambiante 

sous agitation. L’addition de ce substrat a ainsi permis l’apparition d’une coloration bleue dont 
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l’intensité, mesurable par spectrophotométrie à la longueur d’onde de 450 nm, est 

proportionnelle à la quantité d’enzyme présente et donc à la concentration d’anticorps 

recherchés. La quantification des concentrations en 5-HT contenue dans les extraits de cortex 

frontal a été obtenue en comparant leur absorbance à celle de la courbe de référence obtenue 

grâce aux concentrations connues des standards. 

 

4.2. Cartographie de l’expression d’ARNm par hybridation in situ 

L’hybridation in situ est un moyen de localiser à l’échelle ultra-structurale l’expression 

d’un acide nucléique donné sur une coupe histologie de tissus fixés. Cette technique est 

réalisée à partir d’une sonde ARN antisens marquée, c’est-à-dire une séquence 

complémentaire d’une portion d’un ARNm, qui forme avec l’ARNm cible, un hybride 

moléculaire visualisable chimiquement uniquement dans les cellules qui expriment le gène 

donné.  

 

Dans notre étude, cette technique a été utilisée afin de vérifier l’expression et la 

localisation des transcrits du 5-HT4R dans le cerveau des animaux. Les animaux ont été 

sacrifiés par dislocation cervicale et les cerveaux ont été prélevés. Des sections coronales et 

longitudinales de tissu cérébral de 20 µm d’épaisseur ont été découpées, fixées par du PFA 

4% dans du 1X PBS pendant 15 minutes à 4°C puis déshydratées dans des bains successifs de 

5 minutes d’éthanol (EtOH) 50%, d’EtOH 70% et d’EtOH 100% à température ambiante. Les 

sections ont été prétraitées par une solution de Pretreat1 pendant 10 minutes à température 

ambiante, rincées dans de l’eau puis du 1X PBS, pour finalement être hybridées par la sonde 

appropriée, un oligodeoxyribonucléotide complémentaire des bases de l’ARNm du 5-HT4R 

chez la souris. Après avoir été incubées avec la sonde pendant 2 heures à 40°C puis lavées 

dans un tampon de lavage 1X (50X washing buffer) pendant 2 minutes à température 

ambiante sur agitateur, les sections ont été hybridées avec différents réactifs stabilisants à 

40°C pendant 15 ou 30 minutes selon le réactif. Pour amplifier le signal, les sections hybridées 

ont été incubées avec des substrats du diaminobenzidine (DAB, 120 µL d’un mélange 

équivalent de BROWN-A et BROWN-B) pendant 10 minutes à température ambiante. Après 2 
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lavages à l’eau, les sections ont été colorées à l’hématoxyline 50% (Gill’s Hematoxylin I) 

pendant 2 minutes à température ambiante puis à l’eau Ammonia 0,02% (1N ammonium 

hydroxyde). Pour finir, les sections ont été de nouveau déshydratées dans un bain d’EtOH 70% 

et 2 bains d’EtOH 100% de 2 minutes à température ambiante puis un bain de xylène pendant 

5 minutes. L’ARNm du 5-HT4R a été visualisé grâce à un microscope à champ clair et les 

sections ont été scannées à l’aide d’un scanner de lames (ZEISS Axio Scan.Z1). Les données ont 

été analysées par les logiciels Guide ZEN 2012 SP2 – Slidescan et FIJI. 

 

5. Analyses statistiques 

Les résultats des études comportementales et biochimiques sont présentés sous forme 

de moyenne ± l’écart standard à la moyenne (SEM). Toutes les données ont été analysées à 

l’aide du logiciel Prism 6.0 (Graphpad Prism, USA). Différents tests statistiques ont été utilisés 

dans cette étude. Pour toutes les expériences, un test de t de Student non apparié ou une 

ANOVA à un ou deux facteurs ont été appliqués aux données. Lorsque l’ANOVA a révélé un 

effet significatif et/ou une interaction, deux types de test de comparaisons multiples a 

posteriori ont été conduits : le test de Dunnett, comparant la différence de moyenne entre un 

groupe donné et le groupe contrôle et le test de la plus petite différence significative (LSD) de 

Fisher, comparant les moyennes entre un groupe donné et un autre groupe différent ou non 

du groupe contrôle. Dans le NSF, une analyse de survie de Kaplan-Meier a été réalisée, du fait 

que la distribution des données ne suivait pas une loi Normale puis le test du logrank de 

Mantel-Cox a été utilisé pour comparer les courbes de survie. Le seuil de significativité 

statistique a été fixé à p < 0,05. 
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Article 2 

Rapid anxiolytic effects of 5-HT4 receptor agonist involves prefrontal cortex-brainstem 

neural circuit recruitment 
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ARTICLE 2 : Rapid anxiolytic effects of 5-HT4 receptor agonist involves prefrontal cortex-

brainstem neural circuit recruitment 

Auteurs: Charlene Faye, Rene Hen, Bruno P. Guiard, Christine A. Denny, Alain M. Gardier, 

Indira Mendez-David*, Denis J. David*  

Soumis dans Biological Psychiatry 

 

Questions posées : 

1. L’administration à dose unique d’un agoniste du récepteur 5-HT4, le RS 67333, induit-

elle des effets anxiolytiques rapide chez la souris avec un phénotype anxieux ? 

2. Quelles sont le ou les régions et circuits recrutés dans l’activité anxiolytique rapide liée 

à l’activation du récepteur 5-HT4 ? 

 

Résumé de l’étude : 

Les troubles anxieux comptent parmi les troubles mentaux les plus répandus. Pendant 

de nombreuses années, les BZD ont été le traitement de référence des troubles anxieux et la 

norme de traitement, mais les craintes suscitées par leurs effets secondaires et le risque 

potentiel de dépendance ont conduit à la prescription d’ISRS et d'autres agents 

sérotoninergiques. Cependant, les ISRS ont un délai d'action de plusieurs semaines. Par 

conséquent, le développement de nouveaux anxiolytiques à action rapide revêt une 

importance considérable. De récentes études, utilisant un modèle murin d'anxiété/dépression, 

ont montré que le ciblage du récepteur sérotoninergique de type 4 (5-HT4R) pouvait constituer 

un nouveau moyen de traiter l'anxiété (Mendez-David et al., 2014). Par ailleurs, il a également 

été démontré que les projections du cortex préfrontal médian sur le noyau du raphé dorsal 

modulent les comportements liés à l'anxiété et à la dépression (Warden et al., 2012).  
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Dans ce travail, nous avons donc cherché à savoir si l’activation du récepteur 5-HT4, en 

ciblant les terminaisons axonales glutamatergiques du cortex préfrontal médian qui se 

projettent sur le noyau du raphé dorsal, pouvait constituer une nouvelle manière d’induire 

des effets anxiolytiques rapides. 

 

Les effets anxiolytiques d’une administration unique, soit par injection 

intrapéritonéale, soit par une infusion directement dans le cortex préfrontal médian, d’un 

agoniste du récepteur 5-HT4 (RS 67333) ont été examinés chez la souris BALB/cJRJ mâle 

adulte, qui présente un phénotype anxieux basal. Ces effets ont été comparés à deux témoins, 

l’un positif, le diazépam et l’autre négatif, la fluoxétine. Pour fournir des preuves du 

recrutement du circuit CPFm-NRD dans les effets anxiolytiques du RS 67333, des 

enregistrements in vivo de l’activité électrique des neurones sérotoninergiques du NRD, une 

déplétion en sérotonine cérébrale et une activation ou une inhibition par optogénétique des 

terminaisons des neurones pyramidaux du cortex préfrontal médian dans le NRD ont été 

employées.  

 

De manière similaire au diazépam, les administrations par voie systémique et 

intracorticale de RS 67333 ont produit une réponse anxiolytique rapide chez la souris 

BALB/cJRJ. D’autre part, l’administration par voie systémique de RS 67333 a augmenté 

l’émission des potentiels d’action des neurones sérotoninergiques du NRD. La déplétion en 

sérotonine cérébrale a prévenu les effets anxiolytiques induits par une injection intracorticale 

de RS 67333 et de diazépam. La stimulation optogénétique des projections glutamatergiques 

du cortex préfrontal médian dans le NRD a confirmé le rôle de ce circuit dans l’activité 

anxiolytique. Enfin, l’inhibition de ces projections, après une infusion intracorticale ou une 

injection par voie systémique de RS 67333 ou de diazépam a bloqué les effets anxiolytiques 

rapides de ces deux molécules, confirmant ainsi l’implication de ce circuit dans l’activité 

anxiolytique rapide liée à l’activation du récepteur 5-HT4.  

 

En conclusion, ce travail a fourni une meilleure compréhension des mécanismes sous-

jacents  à l’activité anxiolytique rapide et suggère que le récepteur 5-HT4 pourrait représenter 

une approche thérapeutique pour traiter rapidement et efficacement les troubles anxieux. 



 

 

 Résultats 
 

  

190 

Contribution personnelle : 

Au cours de ce travail, j’ai : 

• Réalisé le suivi des animaux, y compris post-chirurgical. 

• Réalisé les chirurgies d’implantation de canules et d’optrode. 

• Mis au point la technique d’optogénétique couplée au comportement, incluant la 

fabrication intégrale des optrodes. 

• Analysé les résultats, conçu les figures et rédigé l’intégralité de l’article, exceptée la 

partie d’électrophysiologie, sous la supervision du Pr. Denis David. 
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ABSTRACT 

 

Background: Activation of serotonin 4 receptors (5-HT4R) may represent a new 

target for treating anxiety. Although a number of studies have assessed its anxiolytic 

activity after subchronic/chronic treatment, few of them have evaluated their anxiolytic- 

profile acutely. Then, the brain circuits involved in this behavioral activity is largely 

unknown.   

Methods: Here, we evaluated whether acute 5-HT4R activation in glutamatergic 

axon terminals arising from the medial prefrontal cortex (mPFC) to the dorsal raphe 

nucleus (DRN), a circuit involved in emotional processes, induced fast anxiolytic effects. 

Anxiolytic effects of an acute systemic administration or intra-mPFC infusion with the 5-

HT4R agonist, RS67333, were examined in mice. To provide evidences that anxiolytic 

effects of RS67333 are mediated by mPFC-brainstem neural circuit recruitment, in vivo 

recordings of firing rate of DRN serotonin (5-HT) neurons, cerebral 5-HT depletion, and 

optogenetic activation/silencing were performed. 

Results: Acute systemic administration and intra-mPFC infusion of RS67333 

produced fast anxiolytic effects and increased DRN 5-HT cell firing. Serotonin depletion 

prevented anxiolytic effects induced by intra-mPFC infusion of RS67333 or diazepam. 

Optogenetically activating mPFC terminals targeting the DRN reduced anxiety whereas 

silencing this circuit blocked RS67333 and diazepam mPFC infusion -induced anxiolytic 

effects. Finally, anxiolytic effects induced by an acute systemic RS67333 or diazepam 

administration were partially blocked after optogenetically inhibiting cortical glutamatergic 

terminals in the DRN. 
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Conclusions: Our findings suggest that activating 5-HT4R acutely may constitute an 

encouraging strategy to obtain a fast-anxiolytic response. Finally, targeting mPFC terminals 

in the DRN is necessary but not sufficient for a rapid anxiolytic activity. 
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INTRODUCTION 

Anxiety disorders are among the most common psychiatric disorders, with a lifetime 

prevalence over 25% (1). The annual financial burden imposed by these illnesses is more 

than $40 billion (2). Benzodiazepines (BZDs) are effective to treat most anxiety disorders 

and the standard treatment for years, as it has an over 80% response in reducing acute 

anxiety in patients (3). However, their long-term daily use has been associated with a risk 

for dependency and amnesia. Consequently, they are often replaced by a chronic 

treatment with Selective Serotonin Reuptake Inhibitors (SSRIs) and other serotonergic 

agents, which suggests a key role of serotonin (5-HT) in anxiety, which is poorly 

documented. However, the delayed onset of action of several weeks combined with the 

fact that 40% of anxious patients are non-responders (4) emphasizes the need to develop 

novel fast-acting anxiolytics. 

Recent findings have indicated that the serotonin 4 receptor (5-HT4R) may represent 

a new target for treating both depression and anxiety (5, 6). Indeed, mice lacking the 5-

HT4R displayed anhedonia and a context-dependent anxiety-like behavior (7) and 

conversely behavioral experiments in rodents found that various 5-HT4R agonists can 

directly exert an antidepressant and anxiolytic-like activity (6). Unlike SSRIs, treatment with 

RS67333, a 5-HT4R agonist presenting high affinity for the 5-HT4R [pKi = 8.7] (8), induced 

fast anxiolytic/antidepressant-like effects through a neurogenesis-independent mechanism 

in a mouse model of anxiety/depression (5). Although a number of studies have assessed 

the anxiolytic/antidepressant-like activity of 5-HT4R modulation after subchronic or chronic 

treatment, few have evaluated their anxiolytic-like profile acutely. For instance, whether 5-

HT4R antagonists cause anxiolytic-like effects in rodents remains unclear (9, 10), acute 5-

HT4R activation has been shown to be an encouraging pharmacological strategy to obtain 
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a fast anxiolytic-like response. Recently, acute administration of RS67333, induced 

anxiolytic-like effects in mice (11) and reversed the anxiogenic effects of chronic exposure 

to cannabinoids during adolescence (12).  

Interestingly, approximately 60% of pyramidal neurons recorded in the medial 

prefrontal cortex (mPFC) contain the 5-HT4R transcript, and 5-HT4R of the infralimbic and 

prelimbic sub-regions of the mPFC appear also to facilitate dorsal raphe nucleus (DRN) 5-

HT neuronal activity (13). While these data suggest the existence of 5-HT4-dependent 

activation of glutamatergic axon terminals in the DRN that may involve the mPFC, 

interestingly, they may also suggest that 5-HT4R activation in the mPFC can induce fast 

anxiolytic-like effects. A large body of evidence also suggests that mPFC projections to the 

DRN modulate anxiety and depression-related behaviors (14-16). Indeed, chronic optical 

stimulation of layer V pyramidal cells in the PFC induced a long-lasting anxiolytic-like effect 

in a mouse model of anxiety/depression (17), and inhibition of mPFC terminals targeting to 

the DRN induces a long-lasting suppression of anxiety-like behavior in socially stressed 

mice (18). Lastly a recent study revealed a key role for DRN circuits in rapid environment 

specific behavioral regulation including stress (19). 

Here, using behavioral paradigms predictive of anxiolytic-like activity, we first 

evaluated the consequences of an acute systemic or intra-mPFC administration with 

RS67333 or diazepam in male BALB/cJRj anxious mice (20). We showed that acute 

systemic or intra-mPFC RS67333 or diazepam administration –induced fast anxiolytic-like 

effects required intact 5-HT system. Then, using optogenetic techniques, we assessed the 

contribution of glutamatergic axon terminals arising from the mPFC to the DRN on fast 

anxiolytic-like effects. We demonstrated that mPFC terminals in the DRN are necessary but 

not sufficient for diazepam and 5-HT4R to mediate fast anxiolytic activity. 



Running Head: 5-HT4 receptor contribution to fast anxiolytic response 

 7 

MATERIALS AND METHODS 

Subjects 

At the beginning of the experiments, all male BALB/cJRj mice (Janvier Labs, Le 

Genest-St-Isle, France) were 7-8 weeks old, weighing 25-30 g, and were maintained on a 

12h light:12h dark schedule (lights on at 06:00 hours). Food and water were provided ad 

libitum except during behavioral observations. The protocols involving animals and their 

care were conducted in conformity with the institutional guidelines that are in compliance 

with national and international laws and policies (Council directive #87-848, October 19, 

1987, Ministère de l’Agriculture et de la Forêt, Service Vétérinaire de la Santé et de la 

Protection Animale, permissions # 92-256B to DJD, Institutional Animal Care and Use 

Committee 26 authorization #4074). 

 

Drugs  

1-(4-amino-5-chloro-2-methoxyphenyl)-3-(1-butyl-4piperidinyl)-1-propanone 

hydrochloride (RS67333 dissolved in 0.9% NaCl, Tocris Bioscience, Bristol, UK) was 

administered intraperitoneally (i.p) at 1.5 mg/kg (5), or locally in the mPFC (21, 22) at 0.1 

µg/side or 0.5 µg/side. Diazepam hydrochloride (dissolved in 0.5% Tween®20 solution, 

Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) was administered i.p at 1.5 mg/kg (23) or 

locally in the mPFC at 1.5 µg/side (24). Fluoxetine hydrochloride (dissolved in 0.9% NaCl, 

Anawa Trading, Zurich, Switzerland) was administered at 18 mg/kg (23). Para-

chlorophenylalanine methyl ester (PCPA, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) 

was administered i.p. twice a day during 3 days at 150 mg/kg (25). 

 

Behavioral assays 
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Behavioral characterization of putative fast anxiolytic 5-HT4R activation and the role 

of cortical glutamatergic terminals in the DRN on its effects were performed in the Elevated 

Plus Maze (EPM) and the Novelty Suppressed Feeding (NSF) paradigm as described 

previously (5, 26) (Supplementary Material). 

 

in vivo electrophysiological recordings 

The DRN 5-HT neurons were then identified according to the following criteria: a 

slow (0.5–2.5 Hz) and regular firing rate and a long duration, positive action potential as 

previously reported (27).  

 

Optogenetic manipulations 

For targeting opsin expression selectively to cortical glutamatergic terminals in the 

DRN, AAV5-CaMKII𝛼-ChR2-enhanced yellow fluorescent protein (eYFP), AAV5-CaMKII-

ArchT-green fluorescent protein (GFP) or AAV5-CaMKII-eYFP, obtained from Karl 

Deisseroth and Ed Boyden (UNC Vector Core, NC, USA) were bilaterally injected into the 

mPFC. Mice injected with AAV5-CamKII-eYFP were used as control. The stimulation or the 

inhibition of terminal regions of pyramidal neurons in the DRN occurred simultaneously to 

the behavioral paradigms. 

 

Statistical analysis 

Results from data analyses, expressed as mean ± SEM were analyzed using Prism 

6.0h software (Graphpad, San Diego, CA, USA). For all experiments, unpaired t-test, one-

way or two-way ANOVAs were applied to the data as appropriate. Significant main effects 

and/or interactions were followed by Dunnett’s or Fisher’s PLSD post-hoc analysis. In the 
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NSF, we used the Kaplan-Meier survival analysis due to the lack of normal distribution of 

the data and Mantel-Cox log rank test to evaluate differences between experimental 

groups. Statistical significance was set at p<0.05. All statistical tests and p values are listed 

in Supplemental Tables (Supplemental Table S1-S4). 

 

RESULTS 

Acute systemic 5-HT4R stimulation induced fast anxiolytic-like effect in anxious 

adult male BALB/cJRj mice. 

To assess putative fast anxiolytic 5-HT4R activation, in two independent cohorts of 

BALB/cJRj animals, vehicle, fluoxetine (18 mg/kg), diazepam (1.5 mg/kg), or RS67333 (1.5 

mg/kg) were administered i.p., 45 minutes before behavioral testing in the EPM or NSF 

(Figure 1A). In the EPM, acute systemic injection of RS67333 and diazepam induced a fast 

anxiolytic-like effect when compared with vehicle and fluoxetine administration in 

BALB/cJRj mice. RS67333 and diazepam increased time spent in the open arms (one-way 

ANOVA, **p<0.01) (Figure 1C). It is unlikely that this effect was the consequence of a 

change in locomotor activity, as the ratio of ambulatory distance in the open arms divided 

by total distance was significantly increased for both RS67333 and diazepam (one-way 

ANOVA, **p<0.01) (Figure 1D).  

In another anxiety-related test, the NSF, unlike fluoxetine that induced an 

anxiogenic-like effect, we found that RS67333 and diazepam, decreased the latency to 

feed (Kaplan–Meier survival analysis, **p<0.01) when compared with saline administration 

without affecting the home-cage food consumption (Figures 1E-1F). 

To assess the selectivity of RS67333-induced anxiolytic-like effects, we also tested 

whether the 5-HT4R antagonist GR125487 (1 mg/kg, i.p) influenced the response of 
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RS67333 (1.5 mg/kg) on anxiety-like behavior. Here, GR125487 was administered 15 

minutes before RS administration (Figure S1A). In the EPM, GR125487 administration 

prevented RS67333-induced increase in time spent in the open arms, and the ratio of 

ambulatory distance in the open arms divided by total distance (one-way ANOVA, 

**p<0.01, Figures S1B-S1C). Similarly, in the NSF, GR125487 occluded the effect of 

RS67333 on the latency to feed without affecting food consumption (one-way ANOVA, 

**p<0.01, Figures S1D-S1E). Altogether, these data indicate that RS67333-induced fast 

anxiolytic-like effects through 5-HT4R activation. 

 

Acute cortical 5-HT4R activation induces fast anxiolytic-like effects. 

Since 5-HT4Rs are expressed in the mPFC (28), a brain region involved in the 

physiopathology of mood disorders related to central 5-HT dysfunction (13, 29, 30), we 

examined the contribution of 5-HT4R activation in the mPFC to fast anxiolytic-like activity 

(Figure 1B). In the EPM, unlike 0.2 µg of RS67333 (RS1, unpaired t-test) but as observed 

with a systemic administration of diazepam (1.5 mg/kg), a local infusion of 1 µg RS67333 

(RS2) significantly increased time spent in the open arms and the ratio of ambulatory 

distance in the open arms divided by total distance (unpaired t-test, Figures 1G-1H). In the 

NSF, unlike 0.2 µg of RS67333 (unpaired t-test), 1 µg of RS67333 and systemic 

administration of diazepam decreased latency to feed without affecting the home-cage food 

consumption (one-way ANOVA, **p<0.01, Figures 1I-1J) confirming the anxiolytic-like 

effects of 5-HT4R activation in the mPFC. 

 

Serotonin from the dorsal raphe nucleus is involved in fast anxiolytic-like effects of 

acute RS67333 and diazepam administration.  
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Here, we set out to test whether an acute administration of RS67333 can induce 

persistent changes in serotonergic activity (Figure 2A). We found that acute systemic 

administration of RS67333 (1,5 mg/kg) increased the discharge frequency of DRN 5-HT 

neurons by 63% (unpaired t-test, Figures 2B-2C).  

To further confirm that anxiolytic-like effects of mPFC 5-HT4R stimulation depend on 

an intact 5-HT system, mice were pre-treated with PCPA for 3 days before RS67333 (0.5 

µg/side) or diazepam (1.5 µg/side) intra-mPFC infusion (Figure 2D). PCPA induced an 

average decrease of 86.08% in the 5-HT content in the PFC of vehicle mice (two-way 

ANOVA, **p<0.01, Figure 2E). Acute intra-mPFC infusion with RS67333 or diazepam 

increased time spent in open arms and the ratio of ambulatory distance in the open arms 

divided by total distance in the EPM were abolished in 5-HT-depleted PCPA mice (two-way 

ANOVA, **p<0.01, Figures 2F-2G). These results point out the critical role of the 5-HT 

neurotransmission in fast anxiolytic-like effects. In summary, RS67333, as suggested 

previously (30), and diazepam act on 5-HT function through a modulation of the mPFC.  

 

Fast anxiolytic-like effects of 5-HT4R agonist recruit medial prefrontal cortex-

brainstem neural circuit. 

If emotional behaviors are mediated by mPFC pyramidal neurons projecting to the 

DRN (16), no direct evidence suggests that these projections are involved in anxiolytic-like 

effects. Next, using optogenetic strategies, we began an examination of the specific 

contribution of the incoming cortical glutamatergic terminals in the DRN to fast anxiolytic-

like effects induced by acute diazepam or RS67333 administration.  

First, to target opsin expression selectively to cortical glutamatergic projections to the DRN, 

we employed a AAV5-CaMKII𝛼-virus, that specifically expresses ChR2 in mPFC pyramidal 
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cell terminals in the DRN (Figures 3A-3B). AAV5-CaMKII𝛼-ChR2-eYFP injected mice were 

compared to AAV5-CaMKII-eYFP -injected control. In the EPM, we found that illumination 

of mPFC pyramidal neurons projecting to the DRN in CamKII-ChR2-injected BALB/cJRj 

mice induced a significant increase in the time spent in the open arms in comparison to 

light OFF and also to control group (two-way ANOVA, *p<0.05, Figures 3C-3D). It is 

unlikely that this effect was the consequence of a change in locomotor activity, as the total 

ambulatory distance was not affected in comparison to eYFP control animals (Figure 3E). 

Moreover, the ratio of ambulatory distance in open arms divided by total distance was 

increased in CamKII-ChR2-injected mice during light ON in comparison to light OFF (two-

way ANOVA, **p<0.01, Figure 3E; two-way ANOVA, *p<0.05, Figure 3F).  

Next, we probed the effects of optogenetic inhibition of mPFC projections to the 

DRN after cortical infusion of RS67333 or diazepam (Figures 4A). AAV5-CaMKII-ArchT 

injected mice in the mPFC showed robust expression of ArchT-GFP in mPFC but also in 

cortical glutamatergic terminals in the DRN (Figures 4B). In the EPM, RS67333 (0.5 

µg/side) and diazepam (1.5 µg/side) -injected in the mPFC of CamKII-ArchT mice -

increased time spent in the open arms during light OFF was reversed during a 3-min green 

light illumination (70.64 ±7.8 % and 85.38 ±5.5 % of inhibition for RS67333 and diazepam 

respectively, two-way ANOVA, **p<0.01, Figures 4C-4D). Similarly, acute RS67333 and 

diazepam -increased the ratio of ambulatory distance in open arms divided by total 

distance during light OFF in comparison to controls was blocked during light ON, 

confirming anxiolytic effects of both drugs (two-way ANOVA, **p<0.01, Figures 4F). No 

changes in ambulatory distance were observed during light OFF or light ON (Figures 4E-

4F). These data support the importance of the mPFC-DRN neural circuit in the anxiolytic-

like activity of RS67333 and diazepam, despite different pharmacological targets. 
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We then proceeded to investigate whether mPFC terminals targeting to the DRN 

circuit could be necessary and sufficient for fast anxiolytic-like effects induced by acute 

diazepam or RS67333 treatment (Figures 4A-4B). In the EPM paradigm, as previously 

shown, acute systemic administration of RS67333 (1.5 mg/kg) or diazepam (1.5 mg/kg) in 

CaMKII-ArchT -mPFC injected mice elicited an anxiolytic-like effect without affecting 

locomotor activity during the OFF and ON epoch (two-way ANOVA, **p<0.01, Figures 4G-

4J). A partial, but significant, decrease in time spent in the open arms was observed during 

a 3-minute green-light illumination of cortical glutamatergic terminals in the DRN after acute 

systemic RS67333 treatment. A similar decrease in anxiolytic-like effect after acute 

diazepam treatment, even though not significant (p=0.09), was observed during the ON 

epochs (61.45 ±4.7% and 61.10 ±3.1% for RS67333 and diazepam respectively; two-way 

ANOVA, *p<0.05, Figures 4G-4J).  

 

DISCUSSION 

Acute 5-HT4R activation and fast anxiolytic-like effects. 

Beyond the role of 5-HT4R agonist in antidepressant-like action, our study provides 

evidence in a mouse strain with a high anxiety level that its stimulation induced fast 

anxiolytic-like effects similar to diazepam in two different anxiety paradigms, namely EPM 

and NSF. Interestingly, unlike RS67333, acute systemic administration of fluoxetine did not 

affect anxiety-like behavior, confirming previous observations with monoaminergic 

antidepressant drugs (23). These data also suggest that rapid anxiolytic-like activity 

requires selective activation of some key postsynaptic receptors such as the 5-HT4R or the 

5-HT1AR (31) more than a global increase in 5-HT neurotransmission. 
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Involvement of mPFC-DRN circuit for the 5-HT4R activation-mediated rapid 

anxiolytic-like activity. 

In humans and also in rodents, 5-HT4R are mainly localized in limbic area involved 

in psychiatric disorders, such as anxiety (28, 32). Then we explored the role of the 5-HT4R 

expressed in mPFC activation in fast anxiolytic-like effects. Indeed, 5-HT4R is expressed in 

excitatory pyramidal neurons of the mPFC, a region showing glutamate dysregulation of 

the functional activity in patients with generalized anxiety disorders (33, 34). Interestingly, 

fast anxiolytic-like effects observed after acute systemic administration of RS67333 were 

reproduced by an acute infusion of 5-HT4R agonist (RS67333, 0.5 µg/side) in mPFC in 

BALB/cJRj. Indeed, after a bilateral infusion with RS67333, similar to diazepam, there was 

an increase in time spent in open arms in the EPM and a decrease in latency to feed was 

observed in the NSF. Our results are in line with previous results showing that 5-HT4R 

overexpression in the mPFC yields a robust anxiolytic-like behavioral phenotype (13, 35).  

Anatomical studies revealed that the insular cortex makes up a larger proportion of 

inputs to DRN 5-HT neurons compared to other neurotransmitters (36). This connectivity 

has attracted great interest as a potential circuit involved in modulating stress and 

depressive behaviors (16). For example, stressor exposure (i.e., inescapable shock) in 

rodents increased the number of cFos protein expression in 5-HT-labeled neurons in the 

middle and caudal regions of the DRN, suggesting an increased neural activation of this 

structure in anxiogenic situations (37). There is also accumulating evidence that 5-HT4R 

activation in the mPFC controls the firing rate of midbrain serotonergic neurons via 

descending inputs (13, 38). A reduce spontaneous activity of 5-HT neurons and a decrease 

in 5-HT content in the DRN of 5-HT4R-null mice were observed (39). Conversely, 

administration of RS67333 in rat, at different time points, drives effects on DRN 5-HT 
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neuronal activity (13, 30, 40), and increase 5-HT release at projection sites (41). We 

showed that acute systemic injection of RS67333 enhances the firing rate of DRN 5-HT 

neurons in mice, suggesting that the fast anxiolytic-like activity of the 5-HT4R agonist is 

dependent on activation of this neuronal population, despite the fact that DRN does not 

express 5-HT4R (28). In fact, the fast onset of action of the 5-HT4R agonist could be a 

consequence of an increase in serotonergic output to projection areas including the mPFC 

(13, 42). These results are supported by the fact that the depletion of whole brain 5-HT 

content by pre-treatment with systemic PCPA prevented RS67333-induced anxiolytic-like 

phenotype, while PCPA alone did not affect behavior as previously reported (43). 

Interestingly, despite different pharmacological targets, the 5-HT4R agonist and BZD 

shared a common anxiolytic-like activity with similar efficiency suggesting activation of 5-

HT neurotransmission and possibly common neural circuit recruitment by these two drugs. 

Under our experimental conditions, anxiolytic-like activity of intra-mPFC infusion of 

diazepam was blocked by a pre-treatment with PCPA, suggesting a participation of 5-HT 

system in this activity. Nevertheless, conversely to RS67333, diazepam, a positive GABAA 

receptor modulator, probably does not directly affect the 5-HT system since it does not 

seem to alter the spontaneous firing rate of DRN 5-HT neurons (44), although it does 

require an intact 5-HT system to exert its fast anxiolytic-like activity. 

Knowing that 5-HT-producing neurons in the DRN are preferentially modulated by 

monosynaptic glutamatergic inputs from the mPFC (36), we used a CamKII promoter to 

target glutamatergic pyramidal neurons and evaluate this neuronal brain circuit involved in 

fast anxiolytic-like effects. Illumination of ChR2-expressing mPFC neurons in the DRN of 

anxious BALB/cJRj mouse strain induced an anxiolytic-like effect, measured as an 

increase in the time spent in the open arms, an effect similarly to intra-mPFC RS67333 and 
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diazepam. This result emphasizes the role of the mPFC-brainstem DRN neural circuit in 

fast anxiolytic-like effects. Multiple studies have implicated the mPFC-DRN circuit in the 

regulation of behavioral response to aversive challenges. For example, deep brain 

stimulation (DBS) in the ventromedial PFC of chronic social defeat (SD) mice restored 

social interaction (45). At the same time, 1-hour DBS in naïve mice and chronic DBS in 

chronic SD mice, increased cFos immunoreactivity in the DRN and reversed SD-induced 

hypoexcitability of DRN 5-HT neurons, respectively (45). In SD mice, chronic 

photoactivation of mPFC pyramidal cells increased the time spent in the open arms in the 

EPM (17), whereas stimulation had no effect on anxiety-related behavior in non-stressed 

animals (17, 46). Conversely, photosilencing mPFC terminals in the DRN prevented a 

decrease in social interaction in SD mice, suggesting its contributing role in anxiety-like 

behavior (18). 

To ensure that the behavioral response to local 5-HT4R agonist infusion is in line 

with the idea that glutamatergic mPFC pyramidal neurons are mediators of 5-HT4R agonist 

-driven effects on DRN 5-HT neuronal activity, we optogenetically silenced incoming 

cortical glutamatergic terminals in the DRN. Inhibition of these projections reversed the 

anxiolytic-like behavior induced by intra-mPFC RS67333 and diazepam administration, 

confirming that the cortex-raphe circuit recruitment is essential for rapid anxiolytic-like 

activity (35). Interestingly, in line with our results, a recent study show that rescuing the 

mPFC-5-HT4R expression in 5-HT4R KO mice partly reduced stress levels (29). Although 

these results were not surprising for the 5-HT4R agonist, they were unexpected for 

diazepam. However, cortical GABAA receptor activation through intra-mPFC muscimol 

infusion (a direct agonist of GABAA receptor) has been proposed to attenuate anxiety-

related behavior in adult Wistar rats (47). These findings indicate that despite different 
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pharmacological targets, 5-HT4R agonist and BZD share common mechanisms to induce 

fast anxiolytic-like effect through prefrontal cortex-DRN brainstem neural circuit 

recruitment.  

In order to evaluate whether mPFC-DRN circuit recruitment is necessary and 

sufficient in the fast anxiolytic-like activity related to 5-HT4R activation, we investigated the 

consequences of optogenetic inhibition of the mPFC terminals in the DRN after acute 

systemic administration of diazepam and RS67333. Thus, only a partial inhibition of acute 

systemic administration with RS67333 or diazepam –induced anxiolytic-like effects was 

observed after inhibition of cortical glutamatergic terminals in the DRN, suggesting that 

other brain structures might be involved in the fast anxiolytic-like activity of BZD and 5-

HT4R agonist. These results are not surprising knowing that other subset of essential 

circuits involved in anxiety-related behaviors such as the ventral hippocampus to prefrontal 

cortex (48), prefrontal cortex to basolateral amygdala (49), basolateral amygdala to ventral 

hippocampus (50) or DRN to bed nucleus of the stria terminalis (31) inputs (Figure 5). For 

instance, RS67333 administration into the basolateral amygdala, hippocampus, or nucleus 

basalis magnocellularis modulated also emotional memory formation and consolidation 

(21, 51, 52), suggesting that the anxiolytic-like effect of 5-HT4R agonist might depend on 

these different limbic areas. Interestingly, we found that silencing this circuit prevented at 

least in part the anxiolytic-like activity of diazepam. Many other structures express the 

GABAA receptor and the 5-HT4R in the whole brain, but it seems that mPFC-DRN circuit is 

necessary but not sufficient crossroad for diazepam and 5-HT4R-mediated fast anxiolytic-

like activity. Future studies should examine how brain structures also involved in anxiety 

phenotype interact with the mPFC-DRN circuit for fast anxiolytic-like activity and also 

whether 5-HT4R expression in the mPFC is responsible for fast anxiolytic-like effect of 
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diazepam since diazepam have been shown to be dose-dependently inhibited by 

antagonists of the 5-HT4R (53). 

Taken together, our study reveals striking pathway-specific control of fast anxiolytic-

like behavior. Stimulating 5-HT4R in the mPFC or more generally mPFC-brainstem DRN 

neural circuit recruitment could represent an innovative and rapid onset therapeutic 

approach to treat anxiety.   
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Figure Legends 

Figure 1. Acute 5-HT4 receptor stimulation induces fast anxiolytic-like effects in an 

anxious BALB/cJRj mouse strain.  

(A, B) Experimental design. In a first cohort of animals, vehicle (V), fluoxetine (F), 

diazepam (D), or RS67333 (RS) were administered i.p., 45 minutes before behavioral 

testing (A). In a second cohort of animals, treatments (V or RS) were infused in medial 

prefrontal cortex (mPFC) and diazepam administered i.p., 45 minutes before the start of 

behavioral paradigms (B). (C-D and G-H) Anxiolytic-like effect was measured in the 

elevated plus maze (EPM) as mean time spent in (C, G) or ratio ambulatory distance in 

open arms/total distance (D, H) (n = 10/group and n = 5-9/group for systemic and local 

injection study respectively). (E-F and I-J) In the Novelty Suppressed Feeding (NSF) 

paradigm, anxiolytic-like effect is expressed as cumulative survival of animals that have not 

eaten over 10 minutes (E, F), the food consumption (inset) or mean of latency to feed (I, J) 

(n = 10/group, n = 4-8/group). Values plotted are mean ± SEM. *p<0.05, **p<0.01 vs 

vehicle group. 

 

Figure 2. Acute 5-HT4 receptor stimulation induces fast anxiolytic-like effects on 5-

HT function through a modulation of the mPFC in an anxious BALB/cJRj mouse 

strain. 

(A) Before the administration of RS67333 (RS), different tracks were performed to record 

5-HT neurons for 30 min. At the end of this period, RS67333 was administered i.p. and 30 

min after, two or three subsequent tracks were realized. (B) Discharge frequency of DRN 

5-HT neurons is assessed as mean firing rate. The number of neurons tested is indicated 

in each histogram. Data are mean ± frequency (Hz) of DRN 5-HT neurons determined 
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before the administration of RS67333. (C) Typical recordings of DRN 5-HT neurons in the 

different experimental conditions. **p<0.01 vs before RS67333 administration. (D) PCPA 

was injected i.p. twice a day during 3 days and treatments [vehicle (V), diazepam (D) and 

RS] were infused 24 hours after the final PCPA administration in the medial prefrontal 

cortex (mPFC) and 45 minutes before the start of behavioral paradigms. (E) Cortical 5-HT 

depletion by PCPA pre-treatment is measured as mean 5-HT levels (n = 6-8/group). (F and 

G) Anxiety is measured in the elevated plus maze (EPM) as mean time spent in (F) or ratio 

ambulatory distance in open arms/total distance (G) the open arms (n = 8-11/group). 

Values plotted are mean ± SEM. *p<0.05, **p<0.01 vs vehicle group, #p<0.05, ##p<0.01 vs 

appropriate group. 

 

Figure 3. Effects of cortical terminals stimulation in the dorsal raphe nucleus of 

anxious BALB/cJRj mouse strain. 

(A) Timeline regarding the behavioral consequences after stimulation of glutamatergic 

terminals in the DRN. AAV5-CamKII𝛼-ChR2-eYFP or AAV5-CamKII-eYFP virus were 

bilaterally injected in the medial prefrontal cortex (mPFC) and an optic fiber was implanted 

in the dorsal raphe nucleus (DRN), respectively 7 weeks and 1 week before testing in the 

Elevated Plus Maze (EPM). (B) Expression of virus was confirmed in the mPFC (left) and 

in the DRN (right). (C-E) After optogenetic stimulation (3-min ON and 3-min OFF), 

anxiolytic-like effect is measured in the EPM as time spent in the open arms between laser 

OFF and laser ON (C), as mean time spent in the open arms (D), as total ambulatory 

distance (E) or as the ratio of ambulatory distance in the open arms divided by total 

distance (F) (eYFP: n = 12/group; ChR2: n = 19/group). Values plotted are mean ± SEM. 
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*p<0.05, **p<0.01 between laser ON and laser OFF; @p<0.05, ##p<0.01 between CHR2 

and eYFP group. 

 

Figure 4. Modulation of anxiolytic-like activity following optogenetic inhibition of 

glutamatergic terminals in the DRN of anxious BALB/cJRj mouse strain.  

(A) Timeline regarding the behavioral consequences after inhibition of glutamatergic 

terminals in the dorsal raphe nucleus (DRN) after medial prefrontal cortex (mPFC) infusion 

or systemic administration of diazepam (D), RS672333 (RS) or vehicle (V). AAV5-CamKII-

ArchT-GFP virus was bilaterally injected in the mPFC, 7 weeks before testing. An optic 

fiber was implanted in the DRN, one week before testing. For the local injection protocol, 

two injection cannulae were also implanted in the mPFC. Drug treatment (V, D or RS) were 

infused in mPFC or injected i.p, 45 min before testing. (B) Expression of control CaMKII-

ArchT-GFP virus was confirmed in the mPFC (left) and in the DRN (right). (C-J) For the 

behavioral consequences of a local infusion or systemic administration with vehicle, 

diazepam or RS67333, anxiolytic-like effect is measured in the elevated plus maze (EPM) 

as time spent in the open arms across 2 epoch stimulation (3-min OFF and 3-min ON) for 

each animals (C or G), as mean time spent in the open arms (D or H), as total ambulatory 

distance (E-I) or as the ratio of ambulatory distance in the open arms divided by total 

distance (F or J) (n = 7-11/group and n = 7-9/group for local and systemic administration 

respectively). Values plotted are mean ± SEM. *p<0.05, **p<0.01 vs. vehicle group, 

#p<0.05, ##p<0.01 vs. appropriate group. 

 

Figure 5. Cartoon summarizing the neuronal circuits involved in fast anxiolytic-like 

effects induced by acute systemic RS67333 administration.  
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Acute systemic administration with the 5-HT4R agonist RS67333 induces fast anxiolytic-like 

effects in BALB/cJRj mice through at least activation of the cortical glutamatergic terminals 

in the dorsal raphe nucleus (DRN) confirming previous studies (13). Our data also 

demonstrated that other brain structures might be involved in the fast anxiolytic-like activity 

of 5-HT4R agonist. Previous studies demonstrated that hippocampus (HPC)/medial 

prefontal cortex (mPFC) (48) circuit and also the mPFC/amygdala pathway (50) are also 

recruited to modulate anxiety-like phenotype suggesting that these circuit should be also 

investigated for 5-HT4R induced fast anxiolytic-like effects. 
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SUPPLEMENTARY METHODS AND RESULTS 

Drugs and Treatment  

For mPFC drug infusion, two bilateral cannulae (75 µm-diameter silica capillary 

tubing inserted in 27G stainless steel catheter) were implanted in the medial prefrontal 

cortex (stereotaxic coordinates in mm from bregma: A = +2.10, L = ±0.50, V = -2.60, A, 

anterior; L, lateral; and V, ventral, according to (1)) under anesthesia (chloral hydrate, 

400 mg/kg, i.p.). The following day, RS67333 (0.1 µg/side or 0.5 µg/side) was 

continuously perfused in awake freely moving mice at a flow rate of 0.2 µL/min during 2 

minutes (LEGATOTM 180 syringe pump, KD Scientific Inc., Holliston, MA, USA). 

Diazepam (1.5 mg/kg) was used as a positive control. 

p-CPA was administered twice daily (at 0900 and 1700) for 3 consecutive days. 

RS67333 (0.5 µg/side) and diazepam (1.5 µg/side) were then intra-mPFC administered 

24 h after the final p-CPA administration and behavioral test occurred 45 minutes after 

local infusion.  

For the optogenetic experiments, similar doses of RS67333 and diazepam were 

infused in the mPFC. 

To ensure the selectivity of the anxiolytic-like effects of RS67333, the serotonin 4 

receptors (5-HT4R) antagonist (1, 5-Fluoro-2- methoxy-[1-[2-

[(methylsulfonyl)amino]ethyl]-4-piperidinyl]-1H-indole-3-methylcarboxylate sulfamate 

[GR125487, 1.0 mg/kg dissolved in 0.9% saline solution, intraperitoneally (i.p.)] was 

purchased from Tocris Bioscience (Bristol, UK). GR125487 was injected 15 minutes 

before RS67333 administration (1.5 mg/kg, i.p) and behavioral test occurred 45 minutes 

after RS67333 administration (2). Behavioral consequences of the co-administration of 
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GR125487+RS67333 were compared to RS67333 alone, diazepam (1.5 mg/kg, i.p) and 

fluoxetine (18 mg/kg, i.p) and vehicle groups (0.9% saline solution, i.p). 

 

Behavioral tests 

Elevated Plus Maze (EPM)  

The elevated plus maze (EPM) is a widely used behavioral assay for rodents and it has 

been validated to assess the anti-anxiety effects of pharmacological agents (3). This test 

was performed as described by (2). The maze is a plus-cross-shaped apparatus, with 

two open arms and two arms closed by walls linked by a central platform 50 cm above 

the floor. Mice were individually put in the center of the maze facing an open arm and 

were allowed to explore the maze during 5 min. The time spent in and the number of 

entries into the open arms were used as an anxiety index. All parameters were 

measured using a videotracker (EPM3C, Bioseb, Vitrolles, France). 

 

Novelty Suppressed Feeding (NSF).  

The NSF is a conflict test that elicits competing motivations: the drive to eat and the fear 

of venturing into the center of a brightly lit arena. The latency to begin eating is used as 

an index of anxiety/depression-like behavior, because classical anxiolytic drugs as well 

as chronic antidepressants decrease this measure. The NSF test was carried out during 

a 10min period as previously described (4). Briefly, the testing apparatus consisted of a 

plastic box (50x50x20 cm), the floor of which was covered with approximately 2 cm of 

wooden bedding. Twenty-four hours prior to behavioral testing, all food was removed 

from the home cage. At the time of testing, a single pellet of food (regular chow) was 

placed on a white paper platform positioned in the center of the box. Each animal was 



 4 

placed in a corner of the box, and a stopwatch was immediately started. The latency to 

eat (defined as the mouse sitting on its haunches and biting the pellet with the use of 

forepaws) was timed. Immediately afterwards, the animal was transferred to its home 

cage, and the amount of food consumed by the mouse in the subsequent 5 min was 

measured, serving as a control for change in appetite as a possible confounding factor. 

 

Construction of optical fibers 

As we previously described, for all experiments, a 200 µm core, 0.37 numerical aperture 

multimode fiber (ThorLabs, Maison Laffitte, France) was used for optical stimulation 

through a patch cable connected to a 100 mw 473 nm blue and 532 nm green laser 

diode (OEM laser systems) (5). 

 

Histochemistry 

For local treatment administrations, at the end of the experiments, mice were sacrificed 

and brains were quickly removed and then frozen on dry ice in order to histologically 

verify the localization of injection probe. Serial 20 µm-thick coronal sections were 

cryosectioned through the mPFC before to be fixed for one hour in 4% PFA, stained with 

0.3% cresyl violet acetate for 1 min (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), 

dehydrated in ethanol and coverslipped with Eukitt (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin 

Fallavier, France). Animals presenting inadequate injection probe location were 

excluded. 

For p-CPA study, immediately after behavioral tests, animals were sacrificed and frontal 

cortex were dissected and reduced in cortical brain homogenates for serotonin 
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concentration measurements by ELISA method (Labor Diagnostika Nord, Nordhorn, 

Germany) to verify the serotonin depletion of tissue content.  

 

Immunohistochemistry 

To ensure opsin expression, mice were perfused transcardially (0.9% cold saline for 2 

minutes, followed by 4% cold paraformaldehyde) after anesthesia (100 mg/ml ketamine 

and 20 mg/ml xylazine, i.p.). Brains were removed and cryoprotected with 30% sucrose 

at 4°C. 35 µm-thick coronal sections were cut through the entire brain and stored in 1X 

phosphate buffered saline (PBS) with 0.1% sodium azide. Free-floating sections were 

incubated in a blocking buffer (0.5% triton X-100, 5% normal donkey serum (NDS), 1X 

PBS) for 2 hours at room temperature. eYFP and GFP were detected using rabbit GFP 

Tag polyclonal antibody (1:500, Thermo Fischer Scientific, catalog #A-11122) in the 

same buffer at 4°C overnight. Following washed in 1X PBS, secondary Cy3-AffiniPure 

donkey anti-rabbit antibody (1:250, Jackson Immunoresearch, 711-165-152) was added 

in 1X PBS with 10% NDS buffer for 2 hours at room temperature. After several rinses in 

1X PBS, sections mounted on slide, air-dried, coverslipped with fluoromont and 

examined under confocal microspcopy (Olympus BX51) using appropriate filters. 
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SUPPLEMENTAL FIGURES 

 

 

Figure S1. Acute 5-HT4 receptor antagonist administration prevents RS67333-

induced fast anxiolytic-like effects in an anxious BALB/cJRj mouse strain. 

(A) Treatments (Fluoxetine 18 mg/kg, F; Diazepam 1.5 mg/kg, RS67333 1.5 mg/kg, RS) 

were administered intraperitoneally 45 minutes before behavioral testing, except for 
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GR125487 (GR, 1 mg/kg, i.p) administered 15 minutes before RS67333 administration. 

(B and C) After treatment administration, anxiety is measured in the elevated plus maze 

(EPM) as mean time spent in the open arms (B) or as the ratio of ambulatory distance in 

the open arms divided by total distance (C) (n = 5-6/group). (D and E) In the novelty 

suppressed feeding (NSF), anxiety is expressed as cumulative survival of animals that 

have not eaten over 10 minutes related to home-cage food consumption (D) or mean of 

latency to feed (E) (n = 4-6/group). Results from data analyses, expressed as mean ± 

SEM were analyzed using Prism 6.0h software (Graphpad, San Diego, CA, USA). One-

way ANOVA was applied to the data as appropriate. Significant main effects were 

followed by Fisher’s PLSD post-hoc analysis. In the NSF, the Kaplan-Meier survival 

analysis was used to evaluate differences between experimental groups due to the lack 

of normal distribution of the data and Mantel-Cox log rank test. Statistical significance 

was set at p<0.05. All statistical tests and p values are mean ± SEM. *p<0.05, **p<0.01 

vs vehicle group (V), ##p<0.01 vs RS group. 
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Parameters

Two-Way ANOVA F-value (Virus or treatment effect)

Two-Way ANOVA P-value (Virus or treatment effect)

Two-Way ANOVA F-value (Laser effect)

Two-Way ANOVA P-value (Laser effect)

Two-Way ANOVA F-value (Interaction)
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sham: laser OFF vs laser ON

diazepam: laser OFF vs laser ON

RS67333: laser OFF vs laser ON
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Résultats complémentaires 

 
Mise en évidence de l’expression de l’ARNm dans le cerveau de souris BALB/cJRj par 

hybridation in situ : 

 

Dans le but de mettre en évidence le ou les circuits impliqués dans les effets 

anxiolytiques induits par l’activation du récepteur 5-HT4, nous avons d’abord procédé à une 

cartographie de l’expression de l’ARN messager (ARNm) du récepteur 5-HT4 dans le cerveau 

de souris BALB/cJRj par hybridation in situ (Figure 30). L’ARNm du récepteur 5-HT4 est 

retrouvé, entre autres, dans le CPF (Figures 30 A-B) et dans l’hippocampe (Figures 30 A-C), 

des régions impliquées dans la régulation de l’anxiété.  

 

De manière intéressante, la localisation des transcrits de l’ARNm du récepteur 5-HT4 

est corrélée à son expression protéique, puisqu’une étude d’autoradiographie a montré à 

l’aide d’un radioligand du récepteur 5-HT4 dans des sections de cerveau humain post-mortem 

que l’expression protéique du récepteur 5-HT4 était co-localisée avec sa transcription (Varnas 

et al., 2003).  

 

Notre étude confirme donc bien les conclusions des travaux réalisés précédemment 

(Roychowdhury et al., 1994; Compan et al., 1996; Cai et al., 2002; Vilaro et al., 2005). 
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Figure 30. Distribution de l’ARNm du récepteur 5-HT4 dans le cerveau de souris BALB/cJRj. 

 
 
Abréviations : CA1/CA3 : corne d’Ammon ; Cg1 : cortex cingulaire ; DG : gyrus denté ; GrDG : couche granulaire 

du gyrus dentelé ; MO : cortex orbital médian ; PrL : aire prélimbique ; Py : couche de cellules pyramidales de 

l’hippocampe. Les flèches indiquent le marquage de l’ARNm du récepteur 5-HT4. 
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Évaluation des effets comportementaux suite à la co-administration de GR 125487 et de 

diazépam : 

 

Comme précédemment décrit dans l’introduction de ce manuscrit, le récepteur GABAA 

est largement distribué dans les 6 couches du cortex cérébral, dont le cortex préfrontal 

médian (Akbarian et al., 1995). Le récepteur 5-HT4 est lui aussi amplement exprimés dans 

cette région, avec une localisation exclusive sur les neurones pyramidaux (Penas-Cazorla & 

Vilaro, 2015). D’après une étude menée chez la souris, les différents antagonistes du 

récepteur 5-HT4, le SDZ205-557, le GR 113808 et le SB 204070, administrés à dose unique 

(0,01-10 µg/kg) par voie systémique, échouent à induire un effet de quelque nature que ce 

soit dans le LDT (Costall & Naylor, 1997). Cependant, ces antagonistes préviennent 

l’augmentation du temps passé dans le compartiment lumineux du LDT induit par une 

administration de diazépam (Costall & Naylor, 1997), évoquant un rôle du récepteur 5-HT4 

dans la médiation des effets anxiolytiques du diazépam.  

 

Pour confirmer cette hypothèse, nous avons testé les effets comportementaux d’une 

administration simultanée de GR 125487, permettant de bloquer le récepteur 5-HT4, et de 

diazépam. La veille du test, des canules d’injection ont été implantées dans le CPFm des souris 

BALB/cJRj (Figure 31A). Le lendemain, 15 minutes avant d’injecter une dose de 3 µg de 

diazépam localement dans le CPFm, le GR 125487 a été administré par voie systémique à la 

dose de 1,0 mg/kg. L’EPM a été réalisé 45 minutes après l’injection de diazépam. 

 

Comme attendu, le diazépam a augmenté le temps passé dans les bras ouverts de 

l’EPM (F2,18 = 5,069 ; p<0,05 ; p<0,001 diazépam vs véhicule) (Figure 31B). De manière plus 

surprenante, l’activité anxiolytique du diazépam a partiellement été supprimée par un 

prétraitement au GR 125487 (p=0,1881 GR + diazépam vs véhicule ; p=0,2454 diazépam vs GR 

+ diazépam). 

 

Nos résultats suggèrent donc que la modulation, et notamment l’activation, du 

récepteur 5-HT4 participe à la réponse anxiolytique induite par le diazépam. 
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Figure 31. Le blocage du récepteur 5-HT4 prévient partiellement les effets anxiolytiques rapides 

induits par une administration intracorticale de diazépam chez la souris BALB/cJRj. 

 
 
Abréviations : **p<0,01 versus véhicule ; D. : diazépam 3 µg ; GR : GR 125487 1,0 mg/kg ; i.p. : administration 

intrapéritonéale ; mPFC : cortex préfrontal médian ; V : véhicule. 
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Caractérisation des effets comportementaux suite à l’administration unique et intra-

hippocampique de RS 67333 chez la souris BALB/cJRj : 

 

Les études chez le rongeur ont montré que les comportements anxieux pouvaient être 

régulés par l’HPCv. En particulier, de par ses projections monosynaptiques directes sur le CPFm, 

l’HPCv semble être une composante clef dans l’expression des formes innées d’anxiété 

(Padilla-Coreano et al., 2016). Mais qu’en est-il de son rôle dans la réponse anxiolytique liée à 

l’activation du récepteur 5-HT4, dans la mesure où cette région exprime fortement ce 

récepteur (Vilaro et al., 2005) ? 

 

Pour répondre à cette question, nous avons suivi le même protocole que celui des 

injections intracorticales (Figure 32A). Le RS 67333 (0,1 ou 5 µg/côté) a été administré 

localement et bilatéralement dans l’HPCv de souris BALB/cJRj mâles, 45 minutes avant la 

réalisation de deux tests comportementaux prédictifs d’une activité anxiolytique : l’EPM et le 

NSF. Nous avons ainsi mis en évidence une activité anxiolytique de l’agoniste du récepteur  

5-HT4, le RS 67333 et donc démontré qu’outre le CPFm, l’HPCv participe lui aussi à cette 

régulation.  

 

En effet, dans l’EPM, nous avons montré que tout comme le diazépam administré par 

voie systémique, le RS 67333, quelle que soit la dose administrée (0,2 ou 1 µg) a augmenté 

significativement le temps passé dans les bras ouverts (F3,23 = 6,703, p<0,01 ; p<0,01 RS 67333 

0,2 µg vs véhicule ; p<0,001 RS 67333 1 µg vs véhicule ; p<0,01 diazépam vs véhicule) (Figure 

32B), sans affecter les paramètres de locomotion générale (Figure 32C). 

 

Dans le NSF, nous avons trouvé que le RS 67333, quelle que soit la dose administrée, a 

diminué la latence des souris à se nourrir (F3,23 = 10,22, p<0,001 ; p<0,001 RS 67333 0,2 µg vs 

véhicule ; p<0,01 RS 67333 1 µg vs véhicule ; p<0,001 diazépam vs véhicule), similairement au 

diazépam (Figure 32D-E), sans modifier leur consommation de nourriture (Figure 32D). 

 

Nos résultats montrent que l’administration locale d’un agoniste du récepteur 5-HT4 dans 

l’HPCv induit une réponse de type anxiolytique rapide.  
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Figure 32. Une stimulation aigue du récepteur 5-HT4 dans l’hippocampe ventral induit des effets 

anxiolytiques rapides chez la souris BALB/cJRj anxieuse. 

 
 
Abréviations : *p<0,05, **p<0,01 versus véhicule ; Di.p. : diazépam 1,5 mg/kg administré par voie intrapéritonéale ; 

HPC : hippocampe ; RS1 : RS 67333 0,2 µg ; RS2 : RS 67333 1 µg ; V : véhicule.
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Confirmation des résultats comportementaux obtenus après administration par voie 

systémique ou intracorticale de RS 67333 et après stimulation des projections des neurones 

du CPFm sur le NRD dans l’open field chez la souris BALB/cJRj : 

 

Pour confirmer les effets anxiolytiques rapides obtenus avec le RS 67333 dans 

différents protocoles et différents tests, tels que l’EPM et le NSF, nous avons réalisé un 

troisième test comportemental prédictif de l’activité anxiolytique, l’OF, en suivant trois 

protocoles précédemment utilisés dans notre étude. 

 

Dans le premier protocole, le véhicule, la fluoxétine (18 mg/kg), le diazépam (1,5 

mg/kg) et le RS 67333 (1,5 mg/kg) ont été injectés par voie systémique chez la souris 

BALB/cJRj, 45 minutes avant le test (Figure 33A). Nous avons alors observé que contrairement 

à la fluoxétine, le diazépam provoque une augmentation significative du temps passé dans le 

centre de l’OF, quand le RS 67333 n’induit qu’une tendance à l’augmentation du temps passé 

dans le centre de l’OF (F3, 36 = 8,000, p<0,001 ; p=0,8390 fluoxétine vs véhicule ; p<0,001 

diazépam vs véhicule ; p=0,0747 RS 67333 vs véhicule) (Figure 33B). Ces résultats n’étant pas 

la conséquence d’un changement de l’activité ambulatoire, puisque le ratio de la distance 

ambulatoire dans le centre divisée par la distance ambulatoire totale est augmenté pour le 

diazépam (F3, 36 = 3,643, p<0,05 ; p<0,01 diazépam vs véhicule ; p=0,2011 RS 67333 vs 

véhicule) (Figure 33C). 

 

Dans le second protocole, les terminaisons des neurones pyramidaux se projetant vers 

le NRD, ont été stimulées par optogénétique, simultanément à la réalisation de l’OF, selon une 

séquence 3 minutes laser ON puis 3 minutes laser OFF. Les souris BALB/cJRj, injectées avec le 

virus AAV5-CaMKII#-ChR2-eYFP ont été comparées aux souris contrôles ayant reçu le virus 

AAV5-CaMKII-eYFP (Figure 33D). Nous avons trouvé que la stimulation (laser ON) des 

projections du CPFm exprimant CHR2, vers le NRD, augmente significativement le temps passé 

dans le centre de l’OF, en comparaison au groupe contrôle et lorsque le laser était éteint (laser 

OFF) (two-way ANOVA, interaction : F(1, 38) = 5,565, p<0,05 ; p<0,001 CHR2:ON vs eYFP:ON ; 

p<0,001 CHR2:ON vs CHR2:OFF), sans affecter la distance ambulatoire (two-way ANOVA, 
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interaction : F(1, 38) = 4,154, p<0,05 ; p<0,01 CHR2:ON vs eYFP:ON ; p<0,01 CHR2:ON vs 

CHR2:OFF) (Figures 33E-F). 

 

Enfin, dans le troisième protocole, le véhicule, le diazépam (1,5 µg/côté) et le RS 67333 

(0,5 µg/côté) ont été injectés directement dans le CPFm des souris BALB/cJRj. Les terminaisons 

des neurones pyramidaux se projetant vers le NRD et exprimant Arch, ont ensuite été inhibées 

par optogénétique, 45 minutes après l’administration des traitements et concomitamment à 

la réalisation de l’OF, selon une séquence 3 minutes laser OFF puis 3 minutes laser ON (Figure 

33G). Comme attendu, l’administration intracorticale de diazépam et de RS 67333 (laser OFF) 

augmente le temps passé dans le centre de l’OF (two-way ANOVA, interaction : F(2, 44) = 3,332, 

p<0,05 ; p<0,05 diazépam:OFF vs véhicule:OFF ; p<0,001 RS 67333:OFF vs véhicule:OFF), des 

effets qui ont été bloqués par la stimulation des projections du CPFm vers le NRD (laser ON) 

(two-way ANOVA, interaction : F(2, 44) = 3,332, p<0,05 ; p<0,05 diazépam:OFF vs diazépam:ON ; 

p<0,001 RS 67333:OFF vs RS:ON) (Figure 33H). Le pourcentage d’inhibition de la réponse 

anxiolytique pour le diazépam et le RS 67333 était respectivement de 85,02 ± 9,4% et 80,28 ± 

8,0%, ces observations n’étant pas dues à un changement de l’activité ambulatoire (two-way 

ANOVA, interaction : F(2, 44) = 4,093, p<0,05 ; p=0,4397 diazépam:OFF vs véhicule:OFF ; 

p<0,001 RS 67333:OFF vs véhicule:OFF ; p=0,4433 diazépam:OFF vs diazépam:ON ; p<0,001 

RS 67333:OFF vs RS:ON) (Figure 33I). 

 

Nos résultats montrent que les effets anxiolytiques rapides du RS 67333 sont fiables et 

robustes puisque reproductibles dans un troisième test comportemental, prédictif d’une 

activité anxiolytique.  
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Figure 33. Une stimulation aigue du récepteur 5-HT4 induit un effet anxiolytique chez la souris 

BALB/cJRj anxieuse. 

 
 
Abréviations : *p<0,05, **p<0,01 versus véhicule/eYFP ; #p<0,05, ##p<0,01 versus laser ON/OFF  ; CHR2 : 

channelrhodopsine ; D : diazépam ; DRN : noyau du raphé dorsal ; eYFP : enhanced yellow fluorescent protein ; F : 

fluoxétine ; mPFC : cortex préfrontal médian ; OF : open field ; RS : RS 67333 ; V : véhicule 
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ARTICLE 3 : Ketamine as a Prophylactic Against Stress-Induced Depressive-Like Behavior 

Auteurs: Rebecca A. Brachman, Josephine C. McGowan, Jennifer N. Perusini, Sean C. Lim, 

Thu Ha Pham, Charlene Faye, Alain M. Gardier, Indira Mendez-David, Denis J. David, René 

Hen, and Christine A. Denny  

 

Publié dans Biological Psychiatry (2016) 

 

Question posée : 

1. L’administration de kétamine, un antagoniste du récepteur N-méthyl-D-aspartate 

(NMDA), dans 3 différents modèles murins de résilience au stress prévient-elle 

l’apparition des symptômes dépressifs, anxieux et cognitifs ? 

 

Résumé de l’étude : 

L’exposition au stress est l’un des plus grands facteurs de risque du développement de 

maladies psychiatriques telles que les EDC ou encore l’ESPT. Toutefois, parmi les personnes 

exposées au stress, toutes ne développent pas de désordres psychiatriques. La résilience au 

stress, c’est-à-dire la capacité de faire face au stress sans développer de psychopathologie 

persistante, varie d’un individu à l’autre (Faye et al., 2018). Améliorer cet état de résilience au 

sein des populations à risque pourrait potentiellement protéger des maladies psychiatriques 

induits par le stress. Malgré cela, aucun produit pharmaceutique améliorant la résilience au 

stress n’a été identifié. Dans ce travail, initié par l’équipe du Dr Denny (Columbia University, 

NYC, USA) nous avons cherché à savoir si une administration unique de kétamine était capable 

de prévenir le phénotype anxio-dépressif associé à 3 modèles murins bien caractérisés de 

dépression. 

  



 

 

 Résultats 
 

  

252 

A l’aide d’un modèle de stress chronique de défaite sociale (chronic social defeat 

stress) et d’un modèle d’impuissance acquise (learned helplessness), l’équipe du Dr Denny a 

testé si une administration unique de kétamine pouvait prévenir le développement d’un 

phénotype anxio-dépressif dans différents tests comportementaux. Pour ce faire, les animaux 

ont reçu une dose unique de kétamine (10, 30 ou 90 mg/kg), puis une semaine plus tard, ont 

été soumis à 2 semaines de stress chronique de défaite sociale ou d’impuissance acquise. Dans 

notre laboratoire, pour répondre à cette hypothèse, nous avons utilisé un modèle basé sur 

une élévation des taux de glucocorticoïdes chez la souris (CORT). Tout comme à Columbia 

University, les animaux ont été injectés avec une dose unique de kétamine avant de recevoir 

3 semaines d’un traitement par corticostérone. A la fin de la période de stress, les animaux 

ont finalement été testés dans des tests de comportementaux prédictifs d’un phénotype 

anxieux et/ou dépressif. 

 

Le stress chronique de défaite sociale induit de manière robuste et fiable un 

comportement de type dépressif chez les souris naïves. Les souris traitées avec de la kétamine 

(30 mg/kg) à titre prophylactique ont été protégées contre les effets délétères du stress, dans 

le test de la nage forcée  (Forced Swimming Test, FST) et le SIT. Ces observations ont été 

confirmées dans les deux autres modèles de stress, le modèle d’impuissance acquise et le 

modèle CORT. Dans le modèle d’impuissance acquise, le temps de latence pour s’échapper a 

été augmenté après l’entraînement, un effet qui est normalisé après un prétraitement par 

kétamine. Dans le modèle CORT, une dose unique de kétamine (90 mg/kg) a bloqué les effets 

néfastes du stress induit par la CORT dans le FST, le NSF et le Splash Test. 

 

Ces données montrent que la kétamine peut induire une résilience au stress 

persistante chez la souris, suggérant qu’elle pourrait être utile pour prévenir le 

développement des troubles psychiatriques induits par le stress. 
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Contribution personnelle : 

Au cours de ce travail, j’ai : 

• Participé au suivi des animaux, y compris la préparation et l’administration des 

différents traitements pharmacologiques : corticostérone, fluoxétine et kétamine. 

• Participé à l’ensemble des tests comportementaux pour la cohorte des animaux traités 

par la corticostérone. 

• Participé à la relecture de l’article. 
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Ketamine as a Prophylactic Against
Stress-Induced Depressive-Like Behavior
Rebecca A. Brachman, Josephine C. McGowan, Jennifer N. Perusini, Sean C. Lim,
Thu Ha Pham, Charlene Faye, Alain M. Gardier, Indira Mendez-David, Denis J. David,
René Hen, and Christine A. Denny

ABSTRACT
BACKGROUND: Stress exposure is one of the greatest risk factors for psychiatric illnesses like major depressive
disorder and posttraumatic stress disorder. However, not all individuals exposed to stress develop affective
disorders. Stress resilience, the ability to experience stress without developing persistent psychopathology, varies
from individual to individual. Enhancing stress resilience in at-risk populations could potentially protect against
stress-induced psychiatric disorders. Despite this fact, no resilience-enhancing pharmaceuticals have been
identified.
METHODS: Using a chronic social defeat (SD) stress model, learned helplessness (LH), and a chronic corticosterone
(CORT) model in mice, we tested if ketamine could protect against depressive-like behavior. Mice were administered
a single dose of saline or ketamine and then 1 week later were subjected to 2 weeks of SD, LH training, or 3 weeks
of CORT.
RESULTS: SD robustly and reliably induced depressive-like behavior in control mice. Mice treated with prophylactic
ketamine were protected against the deleterious effects of SD in the forced swim test and in the dominant interaction
test. We confirmed these effects in LH and the CORT model. In the LH model, latency to escape was increased
following training, and this effect was prevented by ketamine. In the CORT model, a single dose of ketamine blocked
stress-induced behavior in the forced swim test, novelty suppressed feeding paradigm, and the sucrose splash test.
CONCLUSIONS: These data show that ketamine can induce persistent stress resilience and, therefore, may be
useful in protecting against stress-induced disorders.

Keywords: Depression, Ketamine, Mice, PTSD, Stress, Stress resilience

http://dx.doi.org/10.1016/j.biopsych.2015.04.022

Stress commonly precipitates psychiatric illness, particularly in
vulnerable populations. For example, one in five soldiers
returns from combat with posttraumatic stress disorder or
combat-associated major depressive disorder (MDD) (1). Per-
haps more surprising is that many soldiers do not develop
psychopathology. While there has been extensive research on
factors promoting susceptibility to psychiatric illnesses, few
studies have examined what makes individuals resistant or
stress resilient. Until recently, the sparse research on stress
resilience has been predicated on the assumption that it is a
passive property—more or less the absence of the risk factors
that make individuals susceptible to stress-induced pathology
(2). Recent work in animal models suggests that stress
resilience is mediated through active processes and often
distinct, parallel mechanisms to those of susceptibility (3–5).

The idea that increasing stress resilience could protect
against the development of psychiatric disorders is appealing,
but treatments to increase resilience are still in their infancy.
Current interventions fall predominantly on the behavioral side,
with psychotherapy and exercise being the best available tools
to increase resilience (6–8). Rodent studies further support a

role for exercise and enriched environment in stress resilience
(9–11). Beyond behavioral manipulations in mice, researchers
have successfully increased resilience biochemically through
viral and transgenic overexpression methods (12), optogenetic
activation (4), and chronic blockade of stress hormones
(13,14). However, none of these interventions translates to
the clinic. Most promisingly, we have identified the immune
system as a novel target for enhancing resilience. Our recent
work has shown that manipulating leukocytes is sufficient to
increase stress resilience (15) and Hodes et al. (16) have
shown a similar effect by modulating cytokines. Though
hopefully these discoveries will lead to therapeutic interven-
tions in humans, they are not yet clinic ready.

Antidepressants are typically used to treat existing depres-
sive symptoms, but chronic antidepressant treatment also
protects against subsequent depressive episodes (17–21).
Maintenance treatment in MDD patients is often referred to as
prophylaxis against the development of additional depressive
episodes (22). Whether this prophylactic effect against symp-
tomatic episodes in disordered individuals extrapolates out to
preventing de novo psychiatric disorders remains to be tested.
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Ketamine has been shown to have antidepressant effects
as rapidly as 2 hours following a single injection in patients
with MDD (23). Whereas classic antidepressants require
ongoing daily administration to maintain therapeutic efficacy,
ketamine has the benefit of being administered as a single
dose (23,24). Because ketamine has a window of therapeutic
efficacy far beyond its half-life of a few hours (23–25), it is an
excellent candidate for a plausible approach to pharmacolog-
ically increasing stress resilience.

Therefore, we first utilized social defeat (SD) to examine
whether ketamine could increase stress resilience and,
thereby protect against de novo induction of psychopathol-
ogy. We hypothesized that ketamine would confer stress
resiliency to mice if administered before stress. We chose to
perform SD in 129S6/SvEvTac mice, which robustly and
reliably develop a depressive-like phenotype following SD
(26). Mice were administered either saline or a single sub-
anesthetic injection of ketamine, and 1 week later, SD was
administered to half of the mice. We found that a single
injection of ketamine induced robust stress resilience that
persisted for at least 3 weeks postinjection. Moreover, we
confirmed our effects in two additional models in which
depressive/anxious behavior is induced by chronic elevation
of glucocorticoids in C57BL/6NTac mice (27) or by repeated,
unescapable shocks (learned helplessness [LH]) (28–30).
Again, a single subanesthetic dose of ketamine, administered
4 weeks before behavioral assessment, decreased immobility
in the forced swim test (FST) and protected against
depressive-like behavior in the novelty suppressed feeding
(NSF) paradigm and the sucrose splash test (ST). In the LH
model, the latency to escape a shock increases with LH
training and this effect was prevented by prophylactic ket-
amine. These findings demonstrate that the protective effect of
ketamine extends at least 4 weeks postinjection. To our
knowledge, this is the first study to examine the potential of
psychopharmaceuticals to provide long-term prophylactic
protection against the induction of stress-related disorders.

METHODS AND MATERIALS

Mice

Male 129S6/SvEvTac mice were purchased from Taconic
(Hudson, New York). CD-1 mice were purchased from Charles
River Laboratories (Wilmington, Massachusetts) at 8 to 10
weeks of age and housed individually until the start of SD. The
procedures described herein were conducted in accordance
with the National Institutes of Health regulations and approved
by the Institutional Animal Care and Use Committees of
Columbia University and the New York State Psychiatric
Institute.

Male C57BL/6NTac mice were purchased from Taconic
Farms (Lille Skensved, Denmark) at 8 weeks of age and were
housed five per cage before the start of corticosterone (CORT)
treatment. All testing was conducted in compliance with the
laboratory animal care guidelines and with protocols approved
by the Institutional Animal Care and Use Committee (European
Directive, 2010/63/EU for the protection of laboratory animals,
permissions # 92-256B, authorization ethical committee CEEA
n126 2012_098).

All mice were housed in a 12-hour (600–1800) light-dark
colony room at 221C. Food and water were provided ad
libitum. Behavioral testing was performed during the
light phase.

RESULTS

Ketamine Administration Before SD Protects Against
the Induction of Depressive-Like Behavior

Mice were administered a single injection of saline or ketamine
(30 mg kg21) (Figure 1A). One week later, mice either remained
group housed (Ctrl) or underwent SD. After 2 weeks of SD,
mice were weighed (Figure S2A in Supplement 1), and
behavior was assessed.

Classically, immobility in the FST has been interpreted as
an index of hopelessness or a negative mood (31). Rodents
given acute or chronic antidepressants exhibit decreased
immobility (32). Here, on day 2 of the FST, there was an
overall effect of SD on immobility time. Ctrl-saline (Sal) and
Ctrl-ketamine (K) mice displayed equal levels of immobility
time (Figure 1B). In SD mice, ketamine (SD-K) significantly
decreased immobility time when compared with saline (SD-
Sal) (Figure 1C,D). These data indicate that ketamine increases
resilience to behavioral despair as measured by the FST.

Dominant interaction is a robust way of testing the induc-
tion of depressive-like behavior by SD (10) (Figure 1E). As
expected, SD-Sal mice spent significantly more time inves-
tigating an empty enclosure quadrant than Ctrl-Sal mice
(Figure 1F). Ctrl (Sal or K) mice spent an equivalent amount
of time investigating the empty enclosure quadrant. SD-K
mice exhibited significantly less time investigating the empty
enclosure quadrant when compared with SD-Sal mice. Sim-
ilarly, SD-K mice exhibited a significantly increased willingness
to interact with the CD-1 when compared with SD-Sal mice
(Figure 1G). There was an overall effect of SD and of ketamine
on decreasing the distance traveled, but the interaction was
not significant (Figure 1H).

To determine if this exploration deficit extended to neutral
environments, open field exploration was investigated in an
arena scented with female urine (Figure S3 in Supplement 1).
We did not detect any differences in the empty quadrant or the
urine quadrant between Ctrl and SD mice. Furthermore, to
determine if social avoidance generalized to other mice, we
also assessed social interaction with a novel mouse (Figure S4
in Supplement 1). We did not find an effect of SD or ketamine
on social interaction. In summary, these data suggest that SD
decreases exploration and willingness to interact with a CD-1
aggressor and that prior ketamine administration protects
against this deleterious effect of SD on social behavior.

An Injection of Ketamine Before SD Does Not Impact
Anxiety-Like Behavior or Contextual Fear Memory

We next examined the effects of ketamine on anxiety-like
behavior and cognitive tests. In the NSF paradigm, we found
no significant effect of SD or ketamine on the latency to feed
(Figure 2A). In fact, all groups showed similar latencies
(Figure 2B). This effect is confounded: despite having compa-
rable body weights before and after SD (Figure 2C), SD mice
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lost significantly more weight during the 12-hour fast preceding
NSF than Ctrl mice (Figure 2D). Possibly as a result, SD mice
ate more in a home cage following NSF when compared with
Ctrl mice (Figure 2E). These findings suggest that SD signifi-
cantly alters metabolism in 129S6/SvEv mice.

We observed a significant effect of SD in an anxiety-
related test, the elevated plus maze (EPM). SD mice spent
more time in the closed arms than Ctrl mice (Figure 2F).
However, there was no significant effect of ketamine in either
group. The absence of an effect of ketamine in the EPM is
consistent with previous studies (33,34), as it remains to be

established if ketamine is as robust an anxiolytic as it is an
antidepressant (35).

Finally, we assessed the impact of prior treatment with
ketamine on one-shock contextual fear conditioning (CFC)
(36,37) (Figure 2G). One group previously found that SD
increased context-elicited fear following three-shock CFC
(38). However, we chose to utilize a weak CFC training
paradigm, as we have previously shown this one-shock CFC
paradigm to be sensitive to the ablation of adult hippocampal
neurogenesis (36,37) and to SD (26). Here, we found no effect
of either SD or ketamine on baseline freezing levels on day 1 of

Figure 1. Ketamine protects
against depressive-like behavior fol-
lowing social defeat (SD). (A) Experi-
mental design. (B) On day 2 of the
forced swim test (FST), group housed
(Ctrl)-saline (Sal) and Ctrl-ketamine (K)
mice did not differ from each other.
(C) SD-K mice exhibited significantly
less immobility time when compared
with SD-Sal mice. (D) Average immo-
bility time for minutes 3 to 6 was
increased in the SD-Sal mice when
compared with Ctrl-Sal mice. The SD-
K mice displayed an average immobi-
lity time that was less than the SD-Sal
mice. (E) Dominant interaction (DI)
traces. (F) SD-Sal mice spent signifi-
cantly more time investigating the
empty enclosure when compared with
the Ctrl-Sal mice. Conversely, SD-K
mice spent significantly less time
investigating the empty enclosure
when compared with the SD-Sal mice.
(G) SD-K mice spent considerably
more time investigating a CD-1
mouse when compared with SD-Sal
mice. (H) There was an overall effect
of SD and of ketamine on decreasing
the distance traveled during social
interaction, but the interaction did
not reach significance. (n 5 13–15
male mice per group). Error bars
represent 6 SEM. *p , .05, **p ,
.01, ***p , .001. CFC, contextual fear
conditioning; EPM, elevated plus
maze; NSF, novelty suppressed feed-
ing; Sac, sacrifice.
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CFC training (Figure 2H). Ketamine or SD had no effect on
freezing during exposure to the fearful context A (Figure 2I) or
a novel context B (Figure 2J). Though this does not allow us to
assess any stress resilience effect of ketamine, as there is no
effect of stress to protect against, it does at least demonstrate
that a single injection of ketamine does not appear to interfere
with the ability to form contextual memories in mice.

The Ketamine-Induced Improvement Is Dose-
Specific

We next examined a dose titration curve of ketamine. Mice
were administered 0, 10, 30, or 90 mg kg21 of ketamine before
the start of SD. After 2 weeks of SD, mice underwent the FST
and CORT levels were measured following a brief stressor. We
replicated our previous SD effect, as SD-Sal mice displayed

significantly more immobility time in the FST when compared
with Ctrl-Sal (Figure 3A). However, SD-Sal and SD-K (10 mg
kg21) mice did not differ in immobility time (Figure 3B). SD-K
(30 mg kg21) mice again displayed significantly less immobility
when compared with SD-Sal mice (Figure 3C). SD-Sal and SD-
K (90 mg kg21) mice did not differ in immobility time
(Figure 3D,E).

As the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis is dysre-
gulated in mice following SD (14), we also tested whether
ketamine protected against the deleterious effect of SD on the
stress response. Following a brief stressor, SD-Sal mice had
significantly lower levels of CORT than Ctrl-Sal mice
(Figure 3F), suggesting that SD blunts the response of the
HPA axis. However, all ketamine-injected mice did not differ
from Ctrl-Sal mice, suggesting that ketamine partially restores
the HPA axis. To determine if adult hippocampal neurogenesis

Figure 2. Ketamine does not protect against anxiety-like behavior or impair contextual fear conditioning learning following social defeat (SD). (A,B) In the
novelty suppressed feeding (NSF) paradigm, all groups had equivalent average latencies to approach the food pellet. (C) Body weight did not differ between any
of the groups before the start of NSF. (D) SD mice lost approximately 25% more body weight than group housed (Ctrl) mice. (E) SD mice consumed significantly
more food than Ctrl mice. (F) In the elevated plus maze test, SD mice spent significantly more time in the closed arms when compared with Ctrl mice. (G–J) All
groups of mice had comparable levels of freezing during contextual fear conditioning training in context A, following re-exposure to fearful context A, and during
exposure to a novel context B. (n 5 13–15 male mice per group). Error bars represent 6 SEM. **p , .01, ***p , .001. K, ketamine; Sal, saline.
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was modulating, as least in part, these effects, we measured
maturation of newborn neurons and proliferation of newborn
neurons by quantifying the levels of doublecortin and Ki67,
respectively. We did not observe an effect of ketamine on
adult hippocampal neurogenesis (Figure S5 in Supplement 1).
These data suggest that the ketamine improvement in
depressive-like behavior may be mediated in part by changes
in HPA functionality but not necessarily by adult hippocampal
neurogenesis.

Prophylactic Ketamine Alters Fighting Behavior
During SD Bouts

To determine if ketamine also affected behavior during SD, we
analyzed individual fighting bouts. The total fighting bout
length did not differ between groups (Figure S6A in
Supplement 1). However, the average immobility during week
2 was significantly decreased in SD-K mice when compared
with SD-Sal mice (Figure S6B in Supplement 1). The percent of
time vocalizing (Figure S6C in Supplement 1) and number of
approaches to the CD-1 (Figure S6D in Supplement 1) did not
differ between the groups. These data suggest that mice
administered ketamine may not be as fearful of the CD-1 mice
and, therefore, spend less time immobile.

We next analyzed the latency of the CD-1 to attack the
129S6/SvEv mouse (Figure S6E–G in Supplement 1). CD-1s

comparably attacked SD-Sal and SD-K (10 or 90 mg kg21)
mice. However, at the start of SD, CD-1s attacked SD-K (30
mg kg21) mice significantly later than SD-Sal mice. These data
suggest that perhaps the mice receiving K (30 mg kg21) have
an advantageous ongoing response to SD when compared
with Sal mice.

Fluoxetine Treatment Before SD Does Not Protect
Against the Induction of Depressive-Like Behavior

We next determined if this protective effect of ketamine
extended to other antidepressants. Mice were administered
3 weeks of fluoxetine (Flx) (18 mg kg21) treatment before the
start of SD (Figure 4A; Figure S7 in Supplement 1). On day 2 of
the FST, Ctrl-Vehicle (Veh) and Ctrl-Flx displayed equal levels
of immobility time (Figure 4B). In SD mice, fluoxetine did not
improve immobility time induced by SD (Figure 4C,D). These
data indicate that fluoxetine, unlike ketamine, is not capable of
preventing stress-induced behavioral despair as measured by
the FST.

We also assessed a number of other behaviors following
fluoxetine treatment (Figure S8 in Supplement 1). Fluoxetine
treatment did not significantly alter anxiety or cognition but did
affect metabolism (Figure S8G–S8H in Supplement 1). Inter-
estingly, unlike SD-K (30 mg kg21) mice, SD-Flx mice do not
display differences during SD bouts when compared with

Figure 3. The ketamine-induced protection against depressive-like behavior is dose-specific. (A) On day 2 of the forced swim test (FST), social defeat (SD)-
saline (Sal) mice displayed significantly more immobility time in the FST when compared with group housed (Ctrl)-Sal mice. (B) SD-Sal and SD-ketamine (K)
(10 mg kg21) mice did not differ in immobility. (C) SD-K (30 mg kg21) mice displayed significantly less immobility time when compared with SD-Sal mice. (D)
SD-Sal and SD-K (90 mg kg21) mice did not differ in immobility time. (E) For minutes 3 to 6 (averaged), SD-Sal mice displayed significantly more immobility in
the FST when compared with Ctrl-Sal mice. SD-K (30 mg kg21) mice again displayed decreased immobility when compared with SD-Sal mice. (F) Following a
brief stressor, SD-Sal mice had significantly lower levels of corticosterone when compared with Ctrl-Sal mice. (n 5 7–8 male mice per group). Error bars
represent 6 SEM. *p , .05.
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SD-Veh mice (Figure S9 in Supplement 1). These data suggest
that fluoxetine treatment cannot protect against depressive-
like behavior as ketamine does.

Ketamine Administered After SD Does Not Improve
Depressive-Like Behavior

To compare the robustness of prophylactic ketamine relative
to its typical use as an antidepressant, we next asked if
ketamine could improve behavioral despair if administered
after SD (Figure 5A). Mice were administered 2 weeks of SD
and then received one injection of saline or ketamine the day

after the final SD session. On day 2 of the FST, Ctrl-Sal and
Ctrl-K mice did not display different immobility time
(Figure 5B). SD-Sal and SD-K mice had similar levels of
immobility time (Figure 5C). We averaged minutes 3 to 6 and
found that SD increased immobility time, but ketamine given
after SD did not decrease immobility time (Figure 5D). These
data indicate that ketamine more potently decreases behav-
ioral despair in the FST when given as a prophylactic before
SD than after SD.

We also assessed a number of other behaviors following
ketamine treatment (Figure S10 in Supplement 1). In Ctrl mice,

Figure 4. Fluoxetine (Flx) does not
protect against depressive-like beha-
vior following social defeat (SD). (A)
Experimental design. (B) On day 2 of
the forced swim test (FST), group
housed (Ctrl)-vehicle (Veh) and Ctrl-
Flx mice did not differ from each
other. (C) SD-Veh and SD-Flx mice
exhibited similar amounts of immobi-
lity time. (D) Average immobility time
for minutes 3 to 6 was increased in
the SD-Veh mice when compared
with Ctrl-Veh mice. (n 5 8 male mice
per group). Error bars represent 6
SEM. *p , .05. CFC, contextual fear
conditioning; EPM, elevated plus
maze; NSF, novelty suppressed feed-
ing; Sac, sacrifice.

Figure 5. Ketamine (K) given after
social defeat (SD) does not improve
depressive-like behavior. (A) Experi-
mental design. (B) On day 2 of the
forced swim test (FST), group housed
(Ctrl)-saline (Sal) and Ctrl-K mice did
not differ from each other. (C) SD-Sal
and SD-K mice had similar levels of
immobility time. (D) Average immobi-
lity time for minutes 3 to 6 was
increased in the SD-Sal mice when
compared with Ctrl-Sal mice. (n 5 12–
15 male mice per group). Error bars
represent 6 SEM. *p , .05. CFC,
contextual fear conditioning; EPM,
elevated plus maze; NSF, novelty
suppressed feeding; Sac, sacrifice.
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ketamine decreased the latency to eat in the NSF when
compared with saline (Figure S10A in Supplement 1). This
effect was abolished in the SD mice, most likely due to weight
loss differences between Ctrl and SD mice (Figure S10B–S10C
in Supplement 1). Interestingly, ketamine lessened the per-
centage of weight loss in the SD mice when compared with
saline, possibly by protecting against stress-induced hypo-
phagia (Figure S10D in Supplement 1). Ketamine also did not
impact CFC learning (Figure S10G–S10J in Supplement 1).
Most importantly, although we did not detect differences from
prophylactic ketamine treatment, we did determine that
ketamine administered after SD significantly increases the
number of Ki671 cells in the dentate gyrus (Figure S10K in
Supplement 1).

Prophylactic Ketamine Protects Against Learned
Helplessness

We hypothesized that ketamine would protect against LH, a
paradigm in which a mouse is exposed to inescapable shocks
(28–30). Mice were injected with saline or ketamine and
administered an inescapable shock stress protocol (LH train-
ing) 1 week later (Figure 6A). Two weeks later, mice were

administered a shock escape protocol (LH testing) and the
latency to escape the shock was measured. The activity in the
habituation phase during testing did not differ between mice
administered saline or ketamine (Figure 6B). However, mice
injected with ketamine had a decreased latency to escape the
shock when compared with mice injected with saline
(Figure 6C,D). Moreover, the session length was significantly
shorter in the ketamine mice than in the saline mice
(Figure 6E). These data indicate that ketamine protection is
not just limited to SD stress.

Prophylactic Ketamine Protects Against the
Depressive-Like Effects of Chronic Corticosterone
Treatment

To address whether ketamine was protective in a third stress
model, we utilized a mouse model of anxiety/depression
based on elevation of glucocorticoids (3 weeks of chronic
CORT administration in C57BL/6NTac mice) (27). We tested
the protective effects of a chronic fluoxetine treatment (18 mg
kg21 for 3 weeks) or a single injection of ketamine (10, 30, or
90 mg kg21) given before CORT administration (Figure 7A). We
found that ketamine (90 mg kg21) and fluoxetine prevented the
CORT-induced increase in body weight (Figure S11A in
Supplement 1).

Both ketamine (90 mg kg21) and fluoxetine decreased
immobility time on day 2 in the FST (Figure 7B,C). Chronic
CORT induced depressive-like symptoms (e.g., increased
grooming latency) in the ST (Figure 7D). Here, ketamine (90
mg kg21), but not fluoxetine, prevented the chronic CORT-
induced depressive-like phenotype (Figure 7D). These data
indicate that the protective effect of ketamine extends to a
third depression model.

In the NSF, ketamine (10 and 90 mg kg21) prevented the
chronic CORT-induced increase in latency to feed (Figure 7E;
Figure S11 in Supplement 1). However, only ketamine (90 mg
kg21) increased home cage food consumption (Figure 7F).
Finally, we assayed anxiety behavior using the EPM (Figure
S12 in Supplement 1). CORT-Veh mice spent more time in the
closed arms than Veh-Veh mice. Neither ketamine nor fluoxetine
robustly protected against this anxiety-like phenotype. In sum-
mary, these data suggest that 90 mg kg21 of ketamine is the most
effective dose in protecting against depressive-like behavior
following chronic CORT treatment in C57BL/6NTac mice.

Ketamine Administered After Chronic
Corticosterone Does Not Improve Depressive-Like
Behavior

Finally, as in the SD model, we measured the behavioral
impact of ketamine when given after CORT (Figure S13A
in Supplement 1). In this experimental design, mice were
administered 4 weeks of CORT and then received either one
injection of saline or ketamine, or vehicle or fluoxetine for 2
weeks. Here, we utilized the tail suspension test (TST) and the
NSF to test the same behavior on multiple occasions.
Fluoxetine, but not ketamine, decreased immobility time in
the TST at both time points tested following CORT (Figure
S13B–S13C in Supplement 1). In the NSF, CORT treatment
increased the latency to feed when compared with Veh
treatment. Fluoxetine, but not ketamine, decreased the latency

Figure 6. Ketamine (K) protects against depressive-like behavior in
learned helplessness (LH). (A) Experimental design. (B) Activity in the
habituation phase during testing did not differ between groups. (C, D)
The latency to escape the shock was significantly less in the K-injected
mice when compared with the saline (Sal)-injected mice. (E) The total
session length for all 30 trials was significantly less in the K-injected mice
when compared with the Sal-injected mice. (n 5 8–9 male mice per
group). Error bars represent 6 SEM. *p , .05. ITI, intertrial interval; ns,
nonsignificant.
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to feed 14 days, but not 7 days, after the start of treatment
(Figure S13D–S13I in Supplement 1). In summary, as previ-
ously demonstrated in the SD model, these data further
indicate that ketamine more potently improves depressive-
like behavior when given as a prophylactic before CORT
treatment rather than after CORT treatment.

DISCUSSION

Here, we have shown that a single injection of ketamine
administered before SD protected mice against stress-induced
increased immobility time in the FST. Additionally, ketamine
protected mice against stress-induced social avoidance of an
aggressor mouse. We found that mice administered ketamine
before SD were protected against stress-induced depressive-
like behavior, but consistent with the literature definition of
stress resilience, their behavior in anxiety tests and levels of
adult hippocampal neurogenesis were not significantly altered.
Interestingly, in the SD paradigm, only a subanesthetic dose (30
mg kg21) of ketamine was found to be effective.

The prophylactic effect of ketamine was recapitulated in two
additional models. In LH, ketamine decreased depressive-like,

helpless behavior. In the CORT model, ketamine was protective
against depressive-like behaviors (FST, ST), anxiety (NSF), and
metabolic changes (body weight), albeit at a slightly higher dose
(90 mg kg21) than in SD or LH. The efficacy of the higher dose
in the CORT model is perhaps attributable to mouse strain
differences (C57BL/6NTac versus 129S6/SvEv). Nevertheless,
the dose administered in the CORT model is in the anesthetic
range, whereas the dose in the SD/LH model is subanesthetic.
If an equivalent anesthetic dose were required to obtain
prophylactic efficacy in humans, acute side effects would need
to be considered when developing treatment regimens.

Administration of the classic antidepressant fluoxetine
before stress did not consistently or robustly protect against
stress-induced depressive-like behavior. In the SD model,
fluoxetine did not improve immobility time in the FST, but in
the CORT model, fluoxetine protected against immobility time
in the FST and body weight alterations. Thus, it remains to be
fully determined if antidepressant drugs other than ketamine
can protect against depressive-like behavior. Perhaps other
drugs may be more useful in protecting against coincident
stress-induced pathologies (e.g., anxiety, cognitive deficits,
metabolic disturbances).

Figure 7. Ketamine (K) protects against depressive-like and anxiety behavior induced with a neuroendocrine model. (A) Experimental paradigm schematic.
(B, C) Corticosterone (CORT) mice administered K (90 mg kg21) or fluoxetine (Flx) (18 mg kg21/day) exhibited significantly reduced immobility in the forced
swim test (FST). (D) Chronic CORT increased the latency to groom during the sucrose splash test (ST). In contrast to Flx, K for the highest doses tested (90
mg kg21) decreased the latency to groom during the ST. (E) K (10 and 90 mg kg21) decreased the latency to feed in the novelty suppressed feeding (NSF).
(F) K (90 mg kg21) increased home food consumption. (n 5 10–15 male mice per group). Error bars represent 6 SEM. #p , .05, ##p , .01. EPM, elevated plus
maze; Sal, saline; Veh, vehicle.
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Though preventing psychopathology has obvious advan-
tages over noncurative medication regimens, we also wanted
to assess the relative potencies of ketamine’s protective and
antidepressant effects. Interestingly, when ketamine was
administered following stress, we did not observe a significant
decrease in immobility time in the FST or TST. In our SD
model, we utilized a 30 mg kg21 dose, but in the CORT model,
we utilized a 10 mg kg21 dose to compare with more recent
studies using ketamine as an antidepressant in C57BL mice
(12,33). This suggests that the beneficial effects of ketamine
on stress-induced pathology may be more robust when given
before stress. In contrast, Donahue et al. (12) recently found
the converse when they administered ketamine either 1 hour
after the final SD session or 24 hours before the first SD
session. A high (20 mg kg21)—but not low (2.5 mg kg21)—
dose of ketamine following the final SD session attenuated
social avoidance but not anhedonia. Conversely, when ket-
amine (20 mg kg21) was administered before SD, it did not
attenuate social avoidance. The lack of effect in their experi-
ments, however, does not mean that ketamine’s protective
effect is not as robust as we suggest. The effect of ketamine is
less likely effective, as a C57BL/6J strain is utilized in the
Donahue et al. (12) study, but as we have shown in the CORT
model, a higher dose is necessary for prophylactic efficacy in
C57BL mice. For future studies, we believe that a dose
titration curve is necessary in each model. Based on our data,
we predict that ketamine dosing for prophylactic administra-
tion may likely differ from antidepressant administration.

Ketamine-induced resilience is robust and long lasting—
persisting at least 3 weeks postinjection in the SD model and 4
weeks postinjection in the CORT model. It is worth noting that
as the half-life of ketamine is only a few hours in rodents (39),
ketamine is not bioactive at any point during the SD fighting
bouts, LH, or CORT administration. Thus, the process by
which ketamine protects against depressive-like behavior is
necessarily self-maintaining. Further investigation will be
required to identify the mechanisms underlying this process.
We have shown, however, that ketamine can alter ongoing
response to a chronic stressor. In the SD model, our data
suggest that ketamine alters the way in which mice react to
the fighting bouts, which may contribute to the differences in
developing depressive-like behavior at a later time point. Not
only do the SD-K (30 mg kg21) mice have a decreased
immobility time during the fighting bouts, but also the CD-1
mice attack the SD-K (30 mg kg21) mice at greater latencies.

Work done characterizing stress resilience in other models
has implicated a series of mechanisms, including adult hippo-
campal neurogenesis, HPA axis output (10,13,14), ΔFosB
expression in the prefrontal cortex (11,40) and striatum (12),
activation of the infralimbic cortex and the mesolimbic dop-
aminergic system (4,5,11,12,41–44), glutamatergic tone (38),
and altered leukocyte and cytokine profiles (15,16). Addition-
ally, ketamine has been shown to induce rapid and persistent
remodeling of synapses (45). In our model, ketamine admin-
istration acutely, but transiently, increased proliferative adult
hippocampal neurogenesis. Whether this contributes to mech-
anisms of prophylactic or antidepressant ketamine remains to
be determined. As ketamine prevents SD-induced HPA axis
dysregulation, we hypothesize that the HPA axis may partially
mediate the differences in how the SD-K mice respond to the

SD fighting bouts. Further analysis will be needed to elucidate
the mechanisms underlying ketamine’s resilience-enhancing
properties. It is worth noting that these mechanisms are likely
divergent from those of ketamine’s antidepressant effects.

In summary, these experiments demonstrate that ketamine has
a long-lasting resilience-enhancing effect and protects against the
deleterious effects of chronic stress on depressive-like behaviors.
Because the protective effect of ketamine persists beyond its
half-life of 2 to 2.5 hours, assuming the prophylactic effect
translates to humans, it is potentially useful as a vaccine-like
strategy in at-risk populations where high-stress conditions
can be predicted. Active combat soldiers offer a good
example of a predictably at-risk patient population. Adminis-
tration of ketamine before deployment may mitigate the
emergence of posttraumatic stress disorder or other stress-
related disorders in this vulnerable population. How far out this
prophylaxis persists is as of yet unknown. Whether subse-
quent injections would have a similar, increasing, or delete-
rious effect on stress resilience also has yet to be tested. If
these effects do translate from mice to humans, ketamine may
offer a novel, clinic-ready approach to protect and prevent at-
risk patients from developing stress-induced disorders.
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Ketamine as a Prophylactic Against Stress-Induced Depressive-Like Behavior 
 

Supplemental Information 
 
 
 

Supplemental Methods and Materials  

Drugs 

Experiment 1 (Pre-ketamine in social defeat (SD)): At 8 weeks of age, a single injection of saline 

(0.9% NaCl) or ketamine (K) (10, 30, or 90 mg kg-1) (Ketaset III, Ketamine HCl, Fort Dodge 

Animal Health, Forth Dodge, IA) was administered. Ketamine was prepared in physiological 

saline and all injections were administered intraperitoneally (i.p.) in volumes of 0.1 cc per 10 mg 

body weight. A dose of 30 mg kg-1 of ketamine was chosen for the 129S6/SvEv experiments, as 

pilot studies indicated that this dose did not affect immobility 2 h after administration (Figure 

S1). At 9 weeks of age, 1 week following this injection, SD was started.   

 
Experiment 2 (Post-ketamine in SD): At 9 weeks of age, SD was administered for 2 weeks. 

Twenty-four h after the last bout of SD, a single injection of saline or ketamine (30 mg kg-1) was 

administered (mice were 11 weeks old). The forced swim test (FST) was administered 2 h 

following the injection.   

 
Experiment 3 (Pre-fluoxetine in SD): At 6 weeks of age, fluoxetine hydrochloride (Flx) 

(BioTrend Chemicals AG, BG197) was administered in the drinking water (18 mg kg-1/day) for 

3 weeks before the start of SD. Starting at 9 weeks of age, SD was then administered for 2 weeks 

without vehicle or Flx in the drinking water.  
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Experiment 4 (Pre-ketamine in learned helplessness (LH)): At 8 weeks of age, a single injection 

of saline or ketamine (30 mg kg-1) was administered. One week following this injection, LH 

training (inescapable shock) was administered. Two weeks later, mice were administered LH 

testing (shock escape).  

 
Experiment 5 (Pre-ketamine and pre-fluoxetine in corticosterone (CORT)): C57BL/6NTac mice 

were injected with ketamine (10, 30, 90 mg kg-1, i.p.) 1 week before the start of CORT, or 

administered fluoxetine (18 mg kg-1 per day) in the drinking water for 3 weeks before the start of 

CORT. Ketamine was purchased from Merial (100 mg/ml stock solution). Fluoxetine 

hydrochloride (160 Pg/mL, equivalent to 18 mg kg-1 per day in the drinking water) was 

purchased from Anawa Trading (Zurich, Switzerland) and dissolved in 0.45% hydroxypropyl-E-

cyclodextrin��E-CD) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) solution. Following 

ketamine or fluoxetine treatment, CORT was administered for 3 weeks in the drinking water. 

CORT (4-pregnen-11b-DIOL-3 20-DIONE 21-hemisuccinate) (35 Pg/ml) from Sigma Aldrich 

(Saint-Quentin Fallavier, France) was dissolved in vehicle (0.45% E-CD). Control animals 

received vehicle (0.45% E-CD) throughout the duration of the experiment. 

 
Experiment 6 (Post-ketamine and post-fluoxetine in CORT): In C57BL/6NTac mice, vehicle or 

CORT was administered for 4 weeks in the drinking water. While administration with 0.45% E-

CD or CORT continued, mice were injected with saline or ketamine (10 mg kg-1), or were 

administered vehicle or chronic fluoxetine (18 mg kg-1 per day in the drinking water).  
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Social Defeat 

Adult aggressor CD-1 male mice were single-housed in Macrolon® polycarbonate resin cages 

(15.25 in x 7.8 in x 9.5 in) (Animal Care Systems, Inc., Centennial, CO). Male 129S6/SvEvTac 

mice (9 weeks of age) were subsequently placed into the resident CD-1 mouse’s cage. Three 

antagonistic encounters were allowed between the CD-1 mouse and the intruder. Each of these 

encounters typically lasted less than 5 min. Following the encounters, mice were separated by a 

polished stainless steel cage divider (Animal Care Systems, Inc., Centennial, CO, P/N C79171), 

which allowed for olfactory and auditory communication, but limited visual or tactile contact. 

The partition was removed daily for 2 weeks and 3 antagonistic encounters were allowed 

between the mice each day. This procedure consistently yielded a submissive phenotype in the 

experimental intruder mice. Control (Ctrl) mice were group housed 4 to 5 per cage in Macrolon® 

polycarbonate resin cages without dividers.  

 

Corticosterone Model 

The hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis is often dysregulated in clinical depression. In 

this model, glucocorticoid levels are exogenously increased. This chronic CORT elevation 

results in dysregulation of the HPA axis. For example, there is a blunting of the HPA axis 

response to stress in CORT-treated mice, as shown by marked attenuation of stress-induced 

CORT levels (1, 2). This model reliably induces anxious and depressive-like behavior in mice.  

The dose and duration of CORT treatment was selected based on previous studies (1, 2, 

3). CORT (35 Pg/ml, equivalent to approximately 5 mg/kg/d) or vehicle (0.45 % E�CD) was 

available ad libitum in the drinking water in opaque bottles to protect it from light. CORT-treated 

water was changed every 3 d to prevent any possible degradation.  
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Learned Helplessness 

The LH paradigm was used to induce depressive-like behavior (4). In this paradigm, mice are 

exposed to unpredictable and uncontrollable stress (shocks) and then develop coping deficits to 

deal with the inescapable shocks. We modified a previously published paradigm (5). Briefly, the 

procedure was conducted in a two-chamber shuttle box (model ENV 010MD; Med Associates, 

St. Albans, VT) located within a sound-attenuated cubicle. The grid floor was made of stainless 

steel and connected to a shock generator. The scrambled shock generator (model ENV 414S, 

Med Associates) created varying electrical potential differences between bars preventing an 

animal from avoiding shock.  

 
Inescapable shock (training): At approximately 9 weeks of age, mice were trained in the LH 

paradigm. For each shuttle box, 2 animals were administered the protocol at the same time; the 

central door was closed, with one animal in the chamber on each side. After a 3 min habituation 

period, the shock deliveries began. The training protocol consisted of 70 shocks, each with a 3 s 

average duration, at 0.5 mA, and with an intertrial interval (ITI) of approximately 15 s. This 

protocol was the same as the “Med Protocol” published by Muller et al. (2011) (5), with the 

exception of the intensity (0.5 mA versus 0.6 mA).  

 
Shock escape (testing): Mice were tested in the same shuttle box used in the inescapable shock 

training. The box consisted of two identical chambers (17 l x 20 w x 17 h), separated by an 

automated door that opened vertically. The shuttle box was equipped with 8 infrared beams (4 on 

each side) for detecting position and activity of the animal (Med Associates, St. Albans, VT). 

Each mouse was placed into the right chamber with the door raised and was allowed to freely 

explore both chambers for 3 min. Then the door then closed automatically.  
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At the beginning of each trial, the door was raised and 5 s later a foot shock (0.5 mA) was 

delivered. The subject's exit from the shocked side ended the trial. If the mouse did not exit after 

15 s, the shock was turned off and the trial ended. The door was lowered at the end of the trial. A 

session consisted of 30 trials, each separated by a 30 s ITI. Escape latencies were computed as 

the time from shock onset to the end of trial. If the subject failed to make a transition the 

maximum 15 s was used for the escape latency score.  

 

Forced Swim Test 

The FST is typically used in rodents to screen for potential human antidepressants (6-7). In fact, 

many papers examining ketamine in mouse models only observe effects in the FST (8-10). In the 

FST, time spent immobile, as opposed to swimming, is used as a measure of depressive 

behavior. 

The FST was administered as previously described (11). Briefly, mice were placed into 

clear plastic buckets 20 cm in diameter and 23 cm deep filled 2/3 of the way with 22°C water. 

Mice were videotaped from the side for 6 min and were exposed to the swim test on 2 

consecutive days. For the SD experiments, scoring was performed using an automated Viewpoint 

Videotrack software package (http://www.viewpoint.fr/en/a/anxiety-and-depression). For the 

CORT experiments, automated scoring was done using the automated X’PERT FST software 

suite (Bioseb, Vitrolles, France). The dependent variable was immobility.  

 

Tail Suspension Test (TST) 

The TST was administered as previously described (2). Briefly, animals were suspended for 6 

min and immobility during this period was assessed using an automated TST apparatus (Bioseb, 
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Vitrolles, France). A specific strain gauge linked to a computer quantifies the time spent by each 

mouse trying to escape.  

 

Dominant Interaction 

Dominant interaction was performed as previously described (12). Briefly, mice were placed into 

a large open field containing 2 upside-down wire mesh pencil cups. One pencil cup served as a 

novel object or empty container. The other pencil cup contained the CD-1 aggressor mouse. 

Mice were placed in the middle of the open field arena and allowed to explore for 10 min. 

Sessions were videotaped and the first 5 min were later analyzed using behavioral tracking 

software (TopScan, CleverSys, Reston, VA).  

 

Social Interaction 

Mice were placed into a large open field containing 2 upside-down wire mesh pencil cups. One 

pencil cup served as a novel object or empty container. The other pencil cup contained a novel 

129S6/SvEv male mouse. Mice were placed in the middle of the open field arena and allowed to 

explore for 10 min. Sessions were videotaped and the first 5 min were later analyzed using 

behavioral tracking software (TopScan, CleverSys, Reston, VA).  

 

Novelty Suppressed Feeding (NSF) 

Testing was performed as previously described (13). Briefly, the testing apparatus consisted of a 

plastic box (50 x 50 x 20 cm). The floor was covered with approximately 2 cm of wooden 

bedding and the arena was brightly lit (1100-1200 lux). For 129S6/SvEv experiments, mice were 

food restricted for 12 h. For the C57BL/6N experiments, mice were food restricted for 24 h. All 
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food was removed from the home cage. At the time of testing, a single pellet of food (regular 

chow) was placed on a white paper platform positioned in the center of the box. Each animal was 

placed in a corner of the box, and a stopwatch was immediately started. The latency of the mice 

to begin eating was recorded. Immediately after the latency was recorded, the food pellet was 

removed from the arena. The mice were then placed into a cage and the amount of food 

consumed in 5 min was measured (home cage consumption), followed by an assessment of post-

restriction weight. We used the Kaplan-Meier survival analysis due to the lack of normal 

distribution of data. The Mantel-Cox log-rank test was used to evaluate differences between the 

experimental groups.  

 

Elevated Plus Maze (EPM) 

Testing was performed as previously described (14). Briefly, the maze is a plus-cross-shaped 

apparatus consisting of four arms, two open and two enclosed by walls, linked by a central 

platform at a height of 50 cm from the floor. Mice were individually placed in the center of the 

maze facing an open arm and were allowed to explore the maze for 5 min. The time spent in and 

the number of entries into the open arms was used as an anxiety index. For the 129S6/SvEv 

experiments, videos were scored using behavioral tracking software (TopScan, CleverSys, 

Reston, VA). For the C57BL/6Ntac experiments, all parameters were measured using a 

videotracker (EPM3C, Bioseb, Vitrolles, France). 

 

Contextual Fear Conditioning (CFC) 

The 1-shock CFC procedure was performed as previously published (15). Briefly, mice were 

placed into context A and administered a 2-s shock (0.75 mA) 180 s later. Mice were removed 
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from the context 15 s following the termination of shock (at 197 s). For context retrieval, mice 

were placed back into context A for 180 s. For alternate contexts, mice were placed into the 

contexts for 180 s. A table of context information is listed below.  

 

  Context A Context A' Context B 

Scent Lemon No scent Anise 

Grids Exposed Exposed Covered with a white plastic 
and bedding on top 

Room Lights ON ON OFF 

Red Lamps OFF OFF ON 

House Fan ON ON ON 

House Lights ON ON ON 

Transfer Cage Square cage Square cage White bucket 

Cleaning 95% EtOH 95% EtOH Saniwipes 

Box Doors  Closed Closed Open 

Modified Walls - Rounded green walls Rounded green walls 

 

Splash Test 

This test consisted of squirting 200 Pl of a 10% sucrose solution on the mouse’s snout. The 

grooming duration was quantified using Stopwatch+ (Center for Behavioral Neuroscience, 

Georgia State University.   
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Open Field (OF) 

The open field protocol was administered as previously described (11), with the exception that 1 

quadrant was scented with female urine. Total distance traveled in each quadrant was quantified 

in 1-min bins.  

 

Corticosterone Enzyme Immunoassay (EIA) 

Mice were exposed to a minor stressor for 10 min and then returned to their home cages. Blood 

was collected from awake mice 70 min after the start of the stressor from the retro-orbital sinus 

using hematocrit tubes. Blood was then transferred to Eppendorf tubes pre-coated with 5 Pl 0.5 

M EDTA, placed on ice, and immediately spun down to obtain plasma for subsequent EIA. 

Plasma was stored at -80°C until analysis. EIA was performed using a DetectX Corticosterone 

EIA Kit (#K014-H1, Arbor Assays).   

 

Immunohistochemistry 

Mice were deeply anesthetized with ketamine (100 mg kg-1) and transcardially perfused with 1X 

phosphate buffer saline (PBS), followed by chilled 4% paraformaldehyde (PFA)/1X PBS (15). 

Brains were postfixed overnight in 4% PFA at 4°C, then cryoprotected in 30% sucrose/1X PBS, 

and stored at 4°C. Serial coronal sections (35 Pm) were cut through the entire hippocampus on a 

cryostat and stored in 1X PBS with 0.1% NaN3. Doublecortin (DCX) immunohistochemistry was 

performed as previously described (15). For DCX immunohistochemistry, sections were washed 

in 1X PBS containing 0.5% Triton and then quenched in 0.3% H2O2 in 1X PBS/CH3OH (1:1) for 

15 min at room temperature. Sections were blocked in 10% normal donkey serum in 1X PBS 

with 0.5% Triton X-100 for 2 h at room temperature. Incubation with primary antibody was 
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performed at 4°C overnight (goat anti-DCX, 1:500, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 

#SC 8,066) in 1X PBS with 0.5% Triton X-100. Sections were then incubated with a biotinylated 

secondary antibody (donkey anti-goat; 1:250, Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) for 2 

h at room temperature. Sections were treated with avidin-biotin-peroxidase complex (ABC Elite 

Kit, Vector Labs, Burlingame, CA) followed by 3,3’ diaminobenzidine as a substrate for staining 

(Vector, Burlingame, CA).  

Ki67 immunohistochemistry was performed as previously described (16). For Ki67 

immunohistochemistry, sections were washed in 1X PBS containing 0.5% Triton, and then 

blocked in 10% normal donkey serum in 1X PBS with 0.5% Triton X-100 for 2 h at room 

temperature. Incubation with primary antibody was performed at 4°C overnight (rabbit anti-Ki67, 

1:100, Vector Laboratories, Burlingame, CA, #VP-RM04) in 1X PBS with 0.5% Triton X-100. 

Sections were then incubated with a biotinylated secondary antibody (donkey anti-rabbit; 1:250, 

Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) for 2 h at room temperature. Sections were treated 

with avidin-biotin-peroxidase complex (ABC Elite Kit, Vector Labs, Burlingame, CA) followed 

by 3,3’ diaminobenzidine as a substrate for staining (Vector, Burlingame, CA).  

 

Cell Quantification 

An investigator blind to treatment used a Zeiss Axioplan-2 upright microscope (Oberkochen, 

Germany) to count cells bilaterally in the granule cell layer of the dentate gyrus throughout the 

entire rostro-caudal axis of the hippocampus (HPC). Every sixth section throughout the entire 

extent of the HPC was included in the analysis. Cells were counted bilaterally using a 20X 

objective. The average cells per section are presented throughout the text.  
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Statistical Analysis 

Results from data analyses are expressed as means + SEM. Alpha was set to 0.05 for all 

analyses. Data were analyzed using StatView 5.0 software (SAS Institute, Cary, NC) for the SD 

experiments and were analyzed using GraphPad Prism v6.0f for the CORT experiments. For all 

experiments, one-way or one-way ANOVAs with repeated-measures were applied to the data as 

appropriate. Significant main effects and/or interactions were followed by Fisher’s protected 

least significant difference post-hoc analysis or unpaired t-tests. All main effects and interactions 

are noted throughout the text. 
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Figure S1. Ketamine does not alter immobility long term in the FST. (A) Mice were 
injected with saline or ketamine (10, 30, or 50 mg kg-1) and administered the FST 1 h 
later. (B) Ketamine altered immobility on day 1. Mice injected with 30 mg kg-1 of 
ketamine were significantly different than mice injected with saline (0 mg kg-1) at 
minutes 1, 3, 4, and 5 (p’s < 0.05). Asterisks indicated significance for the 30 mg kg-1 
group. Mice injected with 50 mg kg-1 of ketamine were significantly different than mice 
injected with saline (0 mg/kg) at minutes 1, 4, 5, and 6 (p’s < 0.05). All groups had 
similar levels of immobility on day 2. (C) Mice were injected with saline or ketamine (30 
mg kg-1) and administered the FST 24 h and 48 h later. (D) All groups have similar levels 
of immobility on day 1 and day 2 of the FST. n = 8 male 129S6/SvEv mice per group. 
Error bars represent + SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.  
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Figure S2. Neither ketamine nor social defeat impact body weight. (A) Ctrl and SD 
mice had comparable body weights before the start of SD and following SD. Ketamine 
did not affect body weight in either of these groups. (B) Varying doses of ketamine did 
not alter body weight. (C-D) Ketamine or SD did not affect immobility time on day 1 
of the FST. (E) The average immobility time for min 3-6 did not differ between 
groups. (F) Varying doses of ketamine did not alter immobility time on day 1 of the 
FST. (G) The average immobility time for minutes 3-6 did not differ between groups. n 
= 7-15 male 129S6/SvEv mice per group. Error bars represent + SEM.  
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group. Error bars represent + SEM.  
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Figure S4. Ketamine does not alter social interaction investigation time. All groups 
of mice explored an empty enclosure and a novel 129S6/SvEv male for comparable 
amounts of time during a social interaction paradigm. n = 8 male 129S6/SvEv mice 
per group. Error bars represent + SEM. 
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Figure S5. Ketamine-induced improvement in depressive-like behaviors is not 
mediated by proliferative adult hippocampal neurogenesis. (A) There was no effect of 
SD or of ketamine on the average number of Ki67+ cells. (B) Representative image of 
Ki67 immunohistochemistry in the dentate gyrus. The arrow indicates a Ki67+ cell. 
(C) There was no effect of SD or of ketamine on the average number of doublecortin+ 
(DCX+) cells. (D) Representative image of DCX immunohistochemistry in the dentate 
gyrus. n = 8-9 male 129S6/SvEv mice per group. Error bars represent + SEM. 
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Figure S6. Ketamine alters fighting behavior during social defeat bouts. (A) The bout 
length did not differ for all groups of mice during week 1 or week 2. (B) Average 
immobility time during week 1 was not significantly different in all groups of mice. 
However, average immobility during week 2 of SD was significantly altered in mice 
administered ketamine. (C) The percent of time vocalizing did not differ between 
groups. (D) The number of approaches by the 129S6/SvEv mouse to the CD-1 did not 
differ between the groups. (E-G) Interestingly, the latency of the CD-1 to attack the 
129S6/SvEv mouse only differed in SD-K (30 mg kg-1) mice when compared with 
SD-Sal mice. n = 7-8 male 129S6/SvEv mice per group. Error bars represent + SEM. 
* p < 0.05, ** p < 0.01; *** p < 0.001. 
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Figure S7. Fluoxetine treatment does not prevent behavioral despair following SD in 
the FST. (A) Experimental design. Mice were administered 3 weeks of Flx in the 
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for 2 weeks. The FST was administered for 2 days following SD. (B) SD-Flx mice 
display increased immobility time when compared with Ctrl-Veh mice. (C) SD-Flx 
mice have an increased average immobility time when compared with Ctrl-Sal mice. n 
= 6-8 male 129S6/SvEv mice per group. Error bars represent + SEM. * p < 0.05; ** p 
< 0.01; *** p < 0.001.  
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similar body weights before the start of SD. (B-D) All groups of mice had similar levels of immobility 
on day 1 of the FST. (E-F) Three weeks of fluoxetine before SD did not alter the latency to eat in the 
NSF. (G) SD and Ctrl mice differed in body weight following SD. Whereas Ctrl mice gained weight 
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Figure S9. Fluoxetine does not alter fighting behavior during SD bouts. In this 
experiment, fluoxetine was given for 3 weeks before the start of SD. (A) The bout 
length did not differ between the groups of mice during week 1 or week 2. (B) 
Average immobility did not differ between the groups of mice. (C) The percent of 
time vocalizing did not differ between groups. (D) The number of approaches by the 
129S6/SvEv mouse to the CD-1 did not differ between the groups. (E) The latency of 
the CD-1 to attack the 129S6/SvEv mouse did not differ between the groups. n = 8 
male 129S6/SvEv mice per group. Error bars represent + SEM.  
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Figure 10. Ketamine, as an antidepressant, increases adult hippocampal neurogenesis. (A-B) Ketamine 
significantly decreased the latency to approach the food pellet in Ctrl mice. SD-Sal and SD-K mice did not 
differ from one another. (C) Body weight did not differ in any of the groups of mice before the start of NSF. 
(D) Before NSF, SD-Sal mice lost more body weight than Ctrl-Sal mice. Ketamine attenuated this weight 
loss. (E) SD mice lost more body weight than Ctrl mice during the fast for NSF. (F) SD mice consumed 
significantly more food than Ctrl mice. (G-J) All groups of mice had comparable levels of freezing during 
CFC training and following re-exposure to the fearful context A and to a similar context A’. n = 13-15 129S6/
SvEv male mice per group. (K) Ketamine increases the number of Ki67+ cells when compared to saline in 
Ctrl mice but not in SD mice. (L) Ketamine does not alter DCX levels. n = 6-9 129S6/SvEv male mice per 
group. Error bars represent + SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. 
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Figure S11. Ketamine and fluoxetine both prevent chronic CORT-induced increases in 
body weight. (A) Of note, mice treated with CORT significantly gain weight. 
Administration of ketamine (90 mg kg-1) or fluoxetine (18 mg kg-1/day), but not ketamine 
(10 or 30 mg kg-1), prevented the chronic CORT-induced increase in mouse body. Error 
bars represent + SEM. (B-C) Ketamine injection for all the doses tested or fluoxetine did 
not induce antidepressant-like activity. Ketamine or fluoxetine treatment did not change 
immobility duration measured during the last 4-min of the test. (D-E) Ketamine prevents 
the chronic CORT-induced anxiety/depressive-like phenotype in the NSF. Chronic CORT 
increased the latency to feed in the NSF. Ketamine (90 mg kg-1) prevented this chronic 
CORT-induced increase in latency (Survival plot shown here as opposed to the main 
text). (F) Food deprivation did not affect body weight differently among CORT-treated 
mice. (G) Mice treated with CORT lost a significantly greater percentage of body weight 
when compared with Veh mice during the 24-hour period of food deprivation preceding 
the NSF. n = 10-15 male C57BL/6NTac mice per group. Error bars represent ± SEM. * p 
< 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.  
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Figure S12. Ketamine does not prevent the chronic CORT-induced anxiety-like 
phenotype in the EPM. (A-C) Chronic CORT induced anxiety-like symptoms. Both 
ketamine injection for all of the doses tested and fluoxetine did not protect against the 
chronic CORT-induced anxiety-like phenotype. (D) No change in locomotor activity 
was observed between groups. n = 10-15 male C57BL/6NTac mice per group. Error 
bars represent ± SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01. 
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Figure S13. Ketamine and fluoxetine given after CORT treatment are less effective 
than when given before CORT treatment. (A) Experimental design. Mice were 
administered Veh or CORT in the drinking water for 4 weeks. Mice were then 
administered saline, ketamine (10 mg/kg), or fluoxetine (18 mg/kg). (B-C) Fluoxetine, 
but not ketamine, decreases immobility time in the FST on day 5 and day 11 following 
CORT treatment. (D) At 7 days following CORT treatment, chronic CORT increased 
the latency to feed in the NSF. Ketamine or fluoxetine did not decrease the latency to 
feed in the NSF. (E) All groups of mice lost a comparable amount of body weight 
during the NSF fast. (F) All groups of mice consumed a comparable amount of food in 
the home cage. (G) At 14 days following CORT treatment, chronic CORT increased 
the latency to feed in the NSF. Fluoxetine, but not ketamine, decreased the latency to 
feed in the NSF. (H) All groups of mice lost a comparable amount of body weight 
during the NSF fast. (I) All groups of mice consumed a comparable amount of food in 
the home cage. n = 10-15 male C57BL/6NTac mice per group. Error bars represent ± 
SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.  
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Minute 4 - - 0.0494 *
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ANOVA Ctrl v. SD 2.479 4,34 0.0624 -
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Drug 1,39 1,52 0,7105 -
Group x Drug 0,47 1,52 0,4958 -
C v. SD - - 0,039 *
Sal v. K - - 0,6877 -

t -test Ctrl-Sal v. SD-Sal - - 0,0458 *
t -test SD-Sal v. SD-K - - 0,4859 -

Activity in habituation phase t -test Drug - - 0,3416 - 6B

Drug 4,609 1,15 0,0486 *

Time 2,423 9 135 0,0139 *
Drug x Time 0,742 9 135 0,6699 -

Drug 6,166 1,15 0,0253 *

Time 1,680 9 135 0,0995 -
Drug x Time 1,006 9 135 0,4381 -

Drug 1,513 1,15 0,2376 -

Time 1,141 9 135 0,3383 -
Drug x Time 2,330 9 135 0,0180 *

Drug 3,505 1,15 0,0808 -

Time 1,336 19 285 0,1593 -
Drug x Time 2,124 19 285 0,0046 **

Drug 4,072 1,15 0,0618 -

Time 4,992 2,30 0,0134 *
Drug x Time 2,11 2,30 0,1389 -

t -test - - - 0,0486 *
t -test - - - 0,0253 *
t -test - - - 0,2376 -

Session length (min) t -test Drug - - 0,0432 * 6E
Drug 1.75 5,73 0.13 -
Time 0.12 5,36 0.13 -
Drug x Time 1.97 25,36 <0.01 **

ANOVA Group 2.25 5,73 0,0313 *

Vehicle vs. CORT/Vehicle
- -

0,5643
-

RMANOVALatency (sec) for all trails

CORT

Immobility time (sec) on day 2 for SD-Sal 
v. SD-K,30

Immobility time (sec) on day 2

Fisher's PLSD

RMANOVA 5B

Immobility time (sec) on day 2 for SD mice RMANOVA 5C

Average Immobility time (sec) for minutes 3-
6

ANOVA

5D
Fisher's PLSD

RMANOVA

3C

3D

7C

Corticosterone

4B

4C

4D

Planned Comparison, t -test

Pre-Flx

Average Immobility time (sec) for minutes 3-
6

ANOVA

RMANOVA

7B

3E
Average Immobility time (sec) for minutes 3-

6

Fisher's PLSD
Corticosterone (ng/ml)

Latency (sec) for trials 11-20 RMANOVA

RMANOVALatency (sec) for trials 1-10

Dosing

Immobility time (sec) on day 2 RMANOVA

RMANOVALatency (sec) for trials 21-30

RMANOVA

Immobility time (sec) on day 2 for SD-Sal 
v. SD-K,90

Immobility time (sec) on day 2 for Ctrl mice

Immobility time (sec) on day 2 for SD mice

CORT

Post-K
Forced Swim 

Test FST

Immobility time (sec) on day 2 RMANOVA 5B-5C

Immobility time (sec) on day 2 for Ctrl mice

3F

RMANOVA

Planned comparision, t -test

FST

FST
Forced Swim 

Test

Forced Swim 
Test

6C

RMANOVA
Latency (sec) for data binned into 10-trial 

bins (3 bins total)

LH
Learned 

HelplessnessPre-K

6D

Forced Swim 
Test

Average Immobility time (sec) for min3-6

FST



Vehicle vs. CORT/Fluoxetine 
18mg/kg/day

- -
0,0192

*

Vehicle vs. CORT/ketamine 
10mg/kg

- -
0,4824

-

Vehicle vs. CORT/ketamine 
30mg/kg

- -
0,8276

-

Vehicle vs. CORT/ketamine 
90mg/kg

- -
0,1185

-

CORT/Vehicle vs. 
CORT/Fluoxetine 18mg/kg/day

- -
0,0035

**

CORT/Vehicle vs. CORT/ketamine 
10mg/kg

- -
0,1843

-

CORT/Vehicle vs. CORT/ketamine 
30mg/kg

- -
0,3965

-

CORT/Vehicle vs. CORT/ketamine 
90mg/kg

- -
0,0300

*

CORT/Fluoxetine 18mg/kg/day vs. 
CORT/ketamine 10mg/kg

- -

0,0623

-

CORT/Fluoxetine 18mg/kg/day vs. 
CORT/ketamine 30mg/kg

- -

0,0176

*

CORT/Fluoxetine 18mg/kg/day vs. 
CORT/ketamine 90mg/kg

- -

0,3535

-

CORT/ketamine 10mg/kg vs. 
CORT/ketamine 30mg/kg

- -

0,5874

-

CORT/ketamine 10mg/kg vs. 
CORT/ketamine 90mg/kg

- -

0,3320

-

CORT/ketamine 30mg/kg vs. 
CORT/ketamine 90mg/kg

- -

0,1324

-

ANOVA Group 2.76 5,73 0,0241 *

Vehicle vs. CORT/Vehicle
- -

0,0281
*

Vehicle vs. CORT/Fluoxetine 
18mg/kg/day

- -
0,1273

-

Vehicle vs. CORT/ketamine 
10mg/kg

- -
0,2844

-

Vehicle vs. CORT/ketamine 
30mg/kg

- -
0,0096

**

Vehicle vs. CORT/ketamine 
90mg/kg

- -
0,9589

-

CORT/Vehicle vs. 
CORT/Fluoxetine 18mg/kg/day

- -
0,3834

-

CORT/Vehicle vs. CORT/ketamine 
10mg/kg

- -
0,1733

-

CORT/Vehicle vs. CORT/ketamine 
30mg/kg

- -
0,8372

-

CORT/Vehicle vs. CORT/ketamine 
90mg/kg

- -
0,0189

*

CORT/Fluoxetine 18mg/kg/day vs. 
CORT/ketamine 10mg/kg

- -

0,5951

-

CORT/Fluoxetine 18mg/kg/day vs. 
CORT/ketamine 30mg/kg

- -

0,2327

-

CORT/Fluoxetine 18mg/kg/day vs. 
CORT/ketamine 90mg/kg

- -

0,1009

-

CORT/ketamine 10mg/kg vs. 
CORT/ketamine 30mg/kg

- -

0,0812

-

CORT/ketamine 10mg/kg vs. 
CORT/ketamine 90mg/kg

- -

0,2548

-

CORT/ketamine 30mg/kg vs. 
CORT/ketamine 90mg/kg

- -

0,0047

**

Fisher's PLSD
7C

CORT ST 7D
Fisher's PLSD

Forced Swim 
Test

Average Immobility time (sec) for min3-6

FST

Splash Test Grooming duration (sec)



Mantel-Cox logrank test - - - <0.01 **

ANOVA Group 4.73 5,73 <0.001 ***

Vehicle vs. CORT/Vehicle
- -

0,0003
***

Vehicle vs. CORT/Fluoxetine 
18mg/kg/day

- -
0,0002

***

Vehicle vs. CORT/ketamine 
10mg/kg

- -
0,0432

-

Vehicle vs. CORT/ketamine 
30mg/kg

- -
0,0046

**

Vehicle vs. CORT/ketamine 
90mg/kg

- -
0,154

-

CORT/Vehicle vs. 
CORT/Fluoxetine 18mg/kg/day

- -
0,8355

-

CORT/Vehicle vs. CORT/ketamine 
10mg/kg

- -
0,0385

*

CORT/Vehicle vs. CORT/ketamine 
30mg/kg

- -
0,2193

-

CORT/Vehicle vs. CORT/ketamine 
90mg/kg

- -
0,008

**

CORT/Fluoxetine 18mg/kg/day vs. 
CORT/ketamine 10mg/kg

- -

0,0407

*

CORT/Fluoxetine 18mg/kg/day vs. 
CORT/ketamine 30mg/kg

- -

0,2626

-

CORT/Fluoxetine 18mg/kg/day vs. 
CORT/ketamine 90mg/kg

- -

0,0073

**

CORT/ketamine 10mg/kg vs. 
CORT/ketamine 30mg/kg

- -

0,3346

-

CORT/ketamine 10mg/kg vs. 
CORT/ketamine 90mg/kg

- -

0,4923

-

CORT/ketamine 30mg/kg vs. 
CORT/ketamine 90mg/kg

- -

0,1009

-

Home cage food consumption (g) ANOVA Group 5.81 5,73 <0.001 *** 7F

Dose 9.435 3,28 0.002 **
Time 32.748 5,14 <0.0001 ***
Dose x Time 3.445 15,14 <0.0001 ***
0 mg/kg v. 10 mg/kg - - 0.1721 -
0 mg/kg v. 30 mg/kg - - <0.0001 ***
0 mg/kg v. 50 mg/kg - - <0.0001 ***
0 mg/kg v. 10 mg/kg - - 0.1974 -
0 mg/kg v. 30 mg/kg - - 0.5611 -
0 mg/kg v. 50 mg/kg - - 0.7078 -
0 mg/kg v. 10 mg/kg - - 0.1605 -
0 mg/kg v. 30 mg/kg - - 0.0122 *
0 mg/kg v. 50 mg/kg - - 0.0564 -
0 mg/kg v. 10 mg/kg - - 0.1453 -
0 mg/kg v. 30 mg/kg - - 0.0007 **
0 mg/kg v. 50 mg/kg - - 0.0177 *
0 mg/kg v. 10 mg/kg - - 0.2711 -
0 mg/kg v. 30 mg/kg - - 0.0002 **
0 mg/kg v. 50 mg/kg - - 0.0033 **
0 mg/kg v. 10 mg/kg - - 0.3481 -
0 mg/kg v. 30 mg/kg - - 0.0815 -
0 mg/kg v. 50 mg/kg - - 0.0231 *
Dose 2.145 3,28 0.117 -
Time 36.836 5,14 <0.0001 ***
Dose x Time 1.703 15,14 0.0567 -
Dose 0.169 1,16 0.6862 -
Time 76.083 5,80 <0.0001 ***
Dose x Time 1.71 5,80 0.1419 -
Dose 0.186 1,16 0.6723 -
Time 4.186 5,80 0.002 **
Dose x Time 0.741 5,80 0.5953 -
Group 2.39 1,54 0.1279 -
Drug 0.145 1,54 0.7045 -
Group x Drug 0.751 1,54 0.3901 -
Group 2.303 1,54 0.135 -
Drug 1.12 1,54 0.2947 -
Group x Drug 0.217 1,54 0.6435 -

Dosing Body Weight 
(After SD)

Group 2.652 1,37 0.1119 - S2B

Group 4.754 1,56 0.0335 *

Minute 1 Immobility Time (sec)

Minute 2 Immobility Time (sec)

K Pilot 2

BW

Body Weight 
(Before SD)

FST

RMANOVA

Immobility time (sec) on day 1 RMANOVA

Body weight (g) ANOVA

Pre-K

Immobility time (sec) on day 1

CORT

Body Weight 
(After SD)

Novelty 
Suppressed 

Feeding

Fisher's PLSD

Pre-K

Fisher's PLSD

Latency to feed (sec) 7E

S2A

S2C

Forced Swim 
Test

S1B

Minute 4 Immobility Time (sec)

RMANOVAImmobility time (sec) on day 2

FST
Forced Swim 

Test S1D

RMANOVA

Immobility time (sec) on day 2 RMANOVA

Minute 5 Immobility Time (sec)

Minute 6 Immobility Time (sec)

Forced Swim 
Test

FST

Immobility Time (sec) on day 1

NSF

Minute 3 Immobility Time (sec)

K Pilot 1



Drug 0.035 1,56 0.8521 -
Group x Drug 0.857 1,56 0.3584 -
Time 43.962 5,28 <0.0001 ***
Time x Group 1.1483 5,28 0.1953 -
Drug 0.268 1,28 0.609 -
Time 22.45 5,14 <0.0001 ***
Drug x Time 1.189 5,14 0.3177 -
Drug 0.693 1,26 0.4128 -
Time 19.898 5,13 <0.0001 ***
Drug x Time 0.746 5,13 0.5905 -
Group 2.422 1,56 0.1253 -
Drug 0.004 1,56 0.9489 -
Group x Drug 0.258 1,56 0.6132 -
Group 1.33 4,34 0.2786 -
Time 37.807 5,17 <0.0001 ***
Group x Time 1.735 20,17 0.032 *

Average Immobility time (sec) for minutes 3-
6 ANOVA Group 1.283 4,34 0.2959 - S2G

Group 0.004 2,21 0.9961 -
Time 19.156 9,189 <0.0001 ***
Group x Time 0.794 18,189 0.7057 -
Group 1.261 2,21 0.3039 -
Time 13.122 9,189 <0.0001 ***
Group x Time 0.919 18,189 0.5564 -

Investigation time of empty enclosure (sec) 
for min 0-5 ANOVA Group 1.19 2,21 0.3238 -

Investigation time of 129SvEv male (sec) for 
min 0-5 ANOVA Group 0.419 2,21 0.6628 -

Investigation time of empty enclosure (sec) 
for min 6-10 ANOVA Group 1.723 2,21 0.2028 -

Investigation time of 129SvEv male (sec) for 
min 6-10 ANOVA Group 0.878 2,21 0.4304 -

Cohort Gene Region Measurement Statistical Test Comparison F ° of freedom p * Fig.
Group 1.204 1,30 0.2813 -
Drug 2,580 1,30 0.6149 -
Group x Drug 0,725 1,30 0.4013 -
Group 0,775 1,30 0,3857 -
Drug 0,368 1,30 0,5489 -
Group x Drug 1,969 1,30 0,1709 -

- Ctrl-Sal sum 86,667 - - -
- Ctrl-K sum 76,125 - - -
- SD-Sal sum 79,750 - - -
- SD-K sum 106,333 - - -

Group 0.409 1,30 0.5271 -
Drug 2.622 1,30 0.1158 -
Group x Drug 0.131 1,30 0.7199 -
Group 0,096 1,30 0,7582 -
Drug 2,453 1,30 0,1278 -
Group x Drug 0,122 1,30 0,7294 -

- Ctrl-Sal sum 1142,000 - - -
- Ctrl-K sum 951,500 - - -
- SD-Sal sum 1076,375 - - -
- SD-K sum 955,333 - - -

Cohort Behavioral 
Paradigm Abbrev Measurement Statistical Test Comparison F ° of freedom p * Fig.

Bout Length (sec) for week 1 ANOVA Group 0.437 3,27 0.7285 -

Bout Length (sec) for week 2 ANOVA Group 0.719 3,27 0.5493 -

Immobility Ratio (%) for week 1 ANOVA Group 0.387 3,27 0.7633 -

ANOVA Group 7.462 3,27 0.0009 ***

SD-Sal v. SD-K,10 - - 0.0002 ***
SD-Sal v. SD-K,30 - - 0.0289 *
SD-Sal v. SD-K,90 - - 0.0008 ***

SD-K,10 v. SD-K,30 - - 0.0584 -

SD-K,10 v. SD-K,90 - - 0.724 -

SD-K,30 v. SD-K,90 - - 0.1322 -

Vocalization (%) for week 1 ANOVA Group 0.536 3,27 0.6617 -

Vocalization (%) for week 2 ANOVA Group 0.366 3,27 0.7783 -

Approaches (No.) for week 1 ANOVA Group 0.667 3,27 0.5795 -
SDSocial Defeat

ANOVA

ANOVA

DCX+ cells per section ANOVA S5B

Pre-K

Ki-67

Doublecortin 
(DCX)

DG

Total Ki67+ cells

Total DCX+ cells

data 
not 

shown

data 
not 

shown

Pre-K

S5A

RMANOVAPre-K

S3B

OF

Dosing

SSF

Distance in urine quandrant (in)

Open Field

Distance in empty quandrant (in)

ANOVA

ANOVA

RMANOVA

Immobility time (sec) on day 1 RMANOVA

FST

Ki67+ cells per section

Fisher's PLSD

Social 
InteractionPre-K

S2D

S6C

S6A

S3C

S4

Pre-K

Immobility time (sec) on day 1

Immobility time (sec) on day 1 for SD mice

Average Immobility time (sec) for minutes 3-
6

S6B
Immobility Ratio (%) for week 2

S6D

SI

S2C

Forced Swim 
Test

Immobility time (sec) on day 1 for Ctrl mice

S2E

RMANOVA



Approaches (No.) for week 2 ANOVA Group 1.373 3,27 0.2721 -

SD-Sal v. SD-K,10: Group 0.148 1,13 0.7068 -

SD-Sal v. SD-K,10: Time 5.198 13,169 <0.0001 ***

SD-Sal v. SD-K,10: Group x 
Time 1.298 13,169 0.2185 -

SD-Sal v. SD-K,30: Group 0.016 1,14 0.9025 -

SD-Sal v. SD-K,30: Time 4.144 13,182 <0.0001 ***

SD-Sal v. SD-K,30: Group x 
Time 1.978 13,182 0.0247 *

SD-Sal v. SD-K,90: Group 0.469 1,13 0.5102 -

SD-Sal v. SD-K,90: Time 4.012 13,169 <0.0001 ***

SD-Sal v. SD-K,90: Group x 
Time 0.745 13,169 0.7167 -

Group 11.51 1,12 0.0053 **
Time 8.163 5,60 <0.0001 ***
Group x Time 3.554 5,60 0.007 **
Minute 1 - - 0.0963 -
Minute 2 - - 0.0028 **
Minute 3 - - 0.2846 -
Minute 4 - - 0.002 **
Minute 5 - - 0.0038 **
Minute 6 - - 0.0039 **

Average Immobility time (sec) for 
minutes 3-6 ANOVA Ctrl-Sal v. SD-Flx 11.997 1,12 0.0047 ** S7C

Group 0,381 1,27 0,5422 -
Drug 1,654 1,27 0,2094 -
Group x Drug 5,07 1,27 0,0327 *
Group 0,887 1,28 0,3544 -
Drug 0,112 1,28 0,7399 -
Group x Drug 0,042 1,28 0,8396 -
Time 26,792 5 140 <0.0001 ***
Time x Group 0,686 5 140 0,6347 -
Time x Drug 1,531 5 140 0,1841 -
Time x Group x Drug 0,316 5 140 0,9026 -
Drug 0,18 1,14 0,6777 -
Time 14,351 5,70 <0.0001 ***
Drug x Time 0,999 5,70 0,4246 -
Drug 0,007 1,14 0,9336 -
Time 12,854 5,70 <0.0001 ***
Drug x Time 0,813 5,70 0,5442 -
Group 0,208 1,28 0,6518 -
Drug 0,404 1,28 0,5300 -
Group x Drug 0,237 1,28 0,6302 -
Ctrl-Veh v. Ctrl-Flx - - 0,4832 -
SD-Veh v. SD-Flx - - 0,3173 -
Group 0,918 1,28 0,3461 -
Drug 2,843 1,28 0,1029 -
Group x Drug 0,512 1,28 0,4801 -
Group 4,234 1,28 0,0490 *
Drug 0,032 1,28 0,8593 -
Group x Drug 11,926 1,28 0,0018 **
Ctrl-Veh v. Ctrl-Flx - - 0,0318 *

Ctrl-Veh v. SD-Veh - - 0,3261 -

SD-Veh v. SD-Flx - - 0,0242 *
Group 8,86 1,28 0,0060 **
Drug 0,003 1,28 0,9572 -
Group x Drug 4,304 1,28 0,0473 *
Ctrl-Veh v. Ctrl-Flx - - 0,2677 -

Ctrl-Veh v. SD-Veh 0,3512 -

SD-Veh v. SD-Flx - - 0,0450 *
Group 7,56 1,28 0,0103 *
Drug 0,84 1,28 0,3672 -
Group x Drug 0,84 1,28 0,3672 -
Ctrl-Veh v. Ctrl-Flx - - - -

Ctrl-Veh v. SD-Veh - - 0,1759 -

SD-Veh v. SD-Flx - - 0,4120 -
Drug 1,677 1,28 0,2060 -

Immobility time (sec) on day 1 for 
Ctrl mice

Immobility time (sec) on day 1 for SD 
mice

RMANOVA

RMANOVA

Average Immobility time (sec) for 
minutes 3-6 ANOVA

SDSocial Defeat

RMANOVA

S7B

t -test

NSF

BW

Latency to feed (sec)

Mantel-Cox logrank test

ANOVA

Novelty 
Suppressed 

Feeding

Forced 
Swim Test FST

RMANOVA

Pre-K

Immobility time (sec) on day 1

ANOVA

FST

Immobility time (sec) on day 2 for 
Ctrl-Sal v. SD-Flx mice

RMANOVA

Freezing on day 1 (sec) for context A S8K

Forced 
Swim Test

Body Weight 
(Before SD) ANOVABody weight (g)

Contextual 
Fear 

Grouping
CFC

ANOVA

ANOVA

S8I

S8H

S8G

S8F

Food consumption (g)

t -test

t -test

t -test

Body Weight (g) (Before NSF)

Weight loss during NSF (g)

Latency of the CD-1 to attack (sec)

S6G

S6F

S6E

S6D

S8D

S8E

Flx Pilot

S8C

S8B

S8A

Pre-Flx



Group 0,283 1,28 0,5986 -
Drug x Group 0,211 1,28 0,6494 -
Time 14,619 2,56 <0.0001 ***
Time x Drug 0,996 2,56 0,3760 -
Time x Group 1,244 2,56 0,2961 -

Time x Drug x Group 2,979 2,56 0,0590 -

Drug 6,633 1,28 0,0156 *
Group 0,804 1,28 0,3776 -
Drug x Group 0,924 1,28 0,3447 -
Time 5,964 2,56 0,0045 **
Time x Drug 1,045 2,56 0,3584 -
Time x Group 0,694 2,56 0,5036 -

Time x Drug x Group 0,206 2,56 0,8148 -

Group 0,804 1,28 0,3776 -
Drug 6,633 1,28 0,0156 *
Time 0,924 1,28 0,3447 -
Ctrl-Veh v. Ctrl-Flx - - 0,1749 -
SD-Veh v. SD-Flx - - 0,0502 -

Bout Length (sec) for week 1 ANOVA Drug 0,07 1,14 0,7957 -

Bout Length (sec) for week 2 ANOVA Drug 0,317 1,14 0,5824 -

Immobility Ratio (%) for week 1 ANOVA Drug 0,005 1,14 0,9456 -

Immobility Ratio (%) for week 2 ANOVA Drug 0,041 1,14 0,8417 -

Vocalization (%) for week 1 ANOVA Group 0,342 1,14 0,5677 -

Vocalization (%) for week 2 ANOVA Group 1,432 1,14 0,2513 -

Approaches (No.) for week 1 ANOVA Group 0,033 1,14 0,8592 -

Approaches (No.) for week 2 ANOVA Group 0,026 1,14 0,8740 -

Group 0,345 1,14 0,5666 -
Time 1,586 12 168 0,0997 -
Group x Time 0,899 12 168 0,5489 -
Ctrl-Sal v. Ctrl-K - - 0,024 -
SD-Sal v. SD-K - - 0,5691 -
Group 3,344 1,52 0,0732 -
Drug 2,385 1,52 0,1286 -
Group x Drug 4,466 1,52 0,0394 *

t -test Ctrl-Sal v. Ctrl-K - - 0,0116 *
t -test Ctrl-Sal v. SD-Sal - - 0,0087 **
t -test Ctrl-Sal v. SD-K 0,0474 *
t -test SD-Sal v. SD-K - - 0,7026 -

Group 0,117 1,52 0,7341 -
Drug 0,007 1,52 0,9331 -
Group x Drug 0,400 1,52 0,5298 -
Group 2,685 1,52 0,1073 -
Drug 6,518 1,52 0,0136 *
Group x Drug 1,395 1,52 0,2429 -

t -test Ctrl-Sal v. Ctrl-K - - 0,2218 -
t -test Ctrl-Sal v. SD-Sal - - 0,0229 *
t -test SD-Sal v. SD-K - - 0,0420 *

Group 31,758 1,52 <0.0001 ***
Drug 0,504 1,52 0,4809 -
Group x Drug 0,192 1,52 0,6634 -
Group 4,969 1,52 0,0301 *
Drug 0,506 1,52 0,4801 -
Group x Drug 0,086 1,52 0,7701 -
Group 0,096 1,52 0,7578 -
Drug 0,364 1,52 0,5488 -
Drug x Group 0,588 1,52 0,4467 -
Time 6,783 2 104 0,0017 **
Time x Drug 1,592 2 104 0,2084 -
Time x Group 0,276 2 104 0,7597 -

Time x Drug x Group 0,658 2 104 0,5200 -

Group 1,393 1,52 0,2433 -
Drug 2,82 1,52 0,0991 -
Drug x Group 0,656 1,52 0,4215 -
Time 49,941 2 104 <0.0001 ***
Time x Drug 0,214 2 104 0,8075 -
Time x Group 2,068 2 104 0,1317 -

Time x Drug x Group 0,654 2 104 0,5221 -

Group 0,002 1,52 0,9605 -
Drug 0,632 1,52 0,4302 -

S10B

S10A

S8L

RMANOVA

RMANOVA

S9E

S9D

Pre-Flx

Novelty 
Suppressed 

Feeding
NSF

Freezing on day 1 (sec) for context A RMANOVA

Freezing on day 2 (sec) for context A 

Latency to feed (sec)

Mantel-Cox logrank test

ANOVA

Body Weight (g) before the start of 
SD ANOVA

Weight loss during NSF (g) ANOVA

Food consumption in the home cage 
(g) ANOVA

S10E

S10F

S10D

S10C

CFC

S10J

S10I

S10H

RMANOVA

Freezing on day 1 (sec) for context A S8K

Freezing on day 3 (sec) for context A'

Post-K

Contextual 
Fear 

Grouping

ANOVA

Weight loss before NSF (g)

RMANOVA

Social Defeat SD

Latency of the CD-1 to attack (sec) RMANOVA

Freezing on day 2 (sec) for context A 

ANOVA

Contextual 
Fear 

Grouping
CFC

S9B

S9C

S9A

Pre-Flx



Drug x Group 0,097 1,52 0,7565 -
Time 44,699 2 104 <0.0001 ***
Time x Drug 3,323 2 104 0,0399 *
Time x Group 1,352 2 104 0,2633 -

Time x Drug x Group 2,727 2 104 0,0701 -

Cohort Gene Region Measurement Statistical Test Comparison F ° of freedom p * Fig.
Group 0,019 1,28 0,8906 -
Drug 7,267 1,28 0,0117 *
Group x Drug 0,02 1,28 0,8891 -

t -test Ctrl-Sal v. Ctrl-K - - 0,0278 *
t -test SD-Sal v. SD-K - - 0,1589 -

Group 0,039 1,28 0,8440 -
Drug 5,823 1,28 0,0226 *
Group x Drug 0,205 1,28 0,6544 -

- Ctrl-Sal sum 111,111 - - -
- Ctrl-K sum 174,444 - - -
- SD-Sal sum 125,500 - - -
- SD-K sum 168,833 - - -

Group 0,005 1,28 0,9466 -
Drug 0,029 1,28 0,8653 -
Group x Drug 0,011 1,28 0,9171 -
Group 0,434 1,28 0,5156 -
Drug 0,554 1,28 0,4628 -
Group x Drug 0,138 1,28 0,7132 -

- Ctrl-Sal sum 1208,333 - - -
- Ctrl-K sum 1252,889 - - -
- SD-Sal sum 1252,625 - - -
- SD-K sum 1375,833 - - -

Cohort Behavioral 
Paradigm Abbrev Measurement Statistical Test Comparison F ° of freedom p * Fig.

Group 1.42 5,73 0.22 -
Time 312.5 6,438 <0.001 ***
Group x Time 2.59 30,438 <0.001 ***
Group 0.88 5,73 0.49 -
Time 170.7 5,36 <0.001 ***
Group x Time 1.583 25,36 <0.05 *

Average Immobility time (sec) for 
minutes 3-6 ANOVA Group 0.41 5,73 0.23 - S11C

Veh v. CORT-Veh - - <0.01 ** S11D

CORT-Sal v. CORT-K,90 - - <0.01 **

ANOVA Group 4.73 5,73 <0.001 ***
Body Weight (g) ANOVA Group 1.69 5,73 0.14 - S11F

ANOVA Group 7.43 5,73 <0.01 **

Vehicle vs. CORT/Vehicle
- -

0,0008
***

Vehicle vs. CORT/Fluoxetine 
18mg/kg/day

- -
<0.0001

***

Vehicle vs. CORT/ketamine 
10mg/kg

- -
0,0002

***

Vehicle vs. CORT/ketamine 
30mg/kg

- -
0,0005

***

Vehicle vs. CORT/ketamine 
90mg/kg

- -
<0.0001

***

CORT/Vehicle vs. 
CORT/Fluoxetine 
18mg/kg/day

- -
0,444

-

CORT/Vehicle vs. 
CORT/ketamine 10mg/kg

- -
0,9461

-

CORT/Vehicle vs. 
CORT/ketamine 30mg/kg

- -
0,8628

-

CORT/Vehicle vs. 
CORT/ketamine 90mg/kg

- -
0,0381

*

CORT/Fluoxetine 
18mg/kg/day vs. 
CORT/ketamine 10mg/kg

- -

0,4362

-

S10L

Total DCX+ cells
data 
not 

shown

Doublecortin 
(DCX)

DG

ANOVA

Total Ki67+ cells
data 
not 

shown

S10K

Pre-CORT

Post-K

Ki67

DCX+ cells per section ANOVA

Novelty 
Suppressed 

Feeding

S11G

CFC

Weight loss during NSF (%) Fisher's PLSD

NSF

S10J

ANOVA

S11B

S11ABody Weight

S11E

Immobility time (sec) on day 1 RMANOVA

Body weight (g) ANOVABW

Ki67+ cells per section

ANOVA

Freezing on day 3 (sec) for context A'

Post-K

Contextual 
Fear 

Grouping

RMANOVA

Forced 
Swim Test FST

Mantel-cox logrank testLatency to feed (sec)



CORT/Fluoxetine 
18mg/kg/day vs. 
CORT/ketamine 30mg/kg

- -

0,2980

-

CORT/Fluoxetine 
18mg/kg/day vs. 
CORT/ketamine 90mg/kg

- -

0,1479

-

CORT/ketamine 10mg/kg vs. 
CORT/ketamine 30mg/kg

- -

0,7881

-

CORT/ketamine 10mg/kg vs. 
CORT/ketamine 90mg/kg

- -

0,0252

*

CORT/ketamine 30mg/kg vs. 
CORT/ketamine 90mg/kg

- -

0,0127

*

t -test Veh v. CORT-Veh t=3.41 - <0.05 *
ANOVA Group 1.31 5,73 0.26 -

t -test Veh v. CORT-Veh t=3.47 - <0.01 **
ANOVA Group 2.82 5,73 <0.02 *

Vehicle vs. CORT/Vehicle
- -

0,0010
**

Vehicle vs. CORT/Fluoxetine 
18mg/kg/day

- -
0,2281

-

Vehicle vs. CORT/ketamine 
10mg/kg

- -
0,0134

*

Vehicle vs. CORT/ketamine 
30mg/kg

- -
0,0227

*

Vehicle vs. CORT/ketamine 
90mg/kg

- -
0,0470

*

CORT/Vehicle vs. 
CORT/Fluoxetine 
18mg/kg/day

- -
0,0154

*

CORT/Vehicle vs. 
CORT/ketamine 10mg/kg

- -
0,2281

-

CORT/Vehicle vs. 
CORT/ketamine 30mg/kg

- -
0,1596

-

CORT/Vehicle vs. 
CORT/ketamine 90mg/kg

- -
0,0880

-

CORT/Fluoxetine 
18mg/kg/day vs. 
CORT/ketamine 10mg/kg

- -

0,1572

-

CORT/Fluoxetine 
18mg/kg/day vs. 
CORT/ketamine 30mg/kg

- -

0,2326

-

CORT/Fluoxetine 
18mg/kg/day vs. 
CORT/ketamine 90mg/kg

- -

0,3898

-

CORT/ketamine 10mg/kg vs. 
CORT/ketamine 30mg/kg

- -

0,8190

-

CORT/ketamine 10mg/kg vs. 
CORT/ketamine 90mg/kg

- -

0,5676

-

CORT/ketamine 30mg/kg vs. 
CORT/ketamine 90mg/kg

- -

0,7314

-

t -test Veh v. CORT-Veh t=3.60 - 0,0020 **
ANOVA Group 1.82 5,73 0.11 -

Total distance (cm) ANOVA Grouop 1.03 5,73 0.4 - S12D
ANOVA Group 2.947 3,41 0,0428 *

Veh/Veh v. CORT/Veh - - 0,4957 -

Veh/Veh v. CORT/Flx - - 0,0634 -

Pre-CORT

Fisher's PLSDDay 5

Novelty 
Suppressed 

Feeding

S11GWeight loss during NSF (%) Fisher's PLSD

NSF

Time in open arms (sec)

Time in closed arms (sec)

EPMElevated 
Plus MazePre-CORT

S12A

S12C

Post-CORT

S13B

TST
Tail 

Suspension 
Test

Entries in open arms (No.)
Fisher's PLSD

S12B



Veh/Veh v. CORT/K,10 - - 0,4803 -

CORT/Veh v. CORT/Flx - - 0,0062 **

CORT/Veh v. CORT/K,10 - - 0,1495 -

ANOVA Group 2.82 3,41 0,0021 **

Veh/Veh v. CORT/Veh - - 0,0027 **

Veh/Veh v. CORT/Flx - - 0,6738 -

Veh/Veh v. CORT/K,10 - - 0,0074 **

CORT/Veh v. CORT/Flx - - 0,0042 **

CORT/Veh v. CORT/K,10 - - 0,9203 -

ANOVA Group 4.206 3,41 <0.05 *
Vehicle/Vehicle vs. 
CORT/Vehicle

- -
0,00140

**

Vehicle/Vehicle vs. 
CORT/Fluoxetine 
18mg/kg/day

- -
0,00900

**

Vehicle/Vehicle vs. 
CORT/Ketamine 10 mg/kg

- -
0,10240

-

CORT/Vehicle vs. 
CORT/Fluoxetine 
18mg/kg/day

- -
0,49750

-

CORT/Vehicle vs. 
CORT/Ketamine 10 mg/kg

- -
0,12420

-

CORT/Fluoxetine 
18mg/kg/day vs. 
CORT/Ketamine 10 mg/kg

- -

0,35690

-

Body weight loss ANOVA Group 15.73 3,41 <0.001 *** S13E
Food consumption ANOVA Group 8.858 3,41 <0.01 *** S13F

ANOVA Group 6.26 3,41 0,0012 **
Vehicle/Vehicle vs. 
CORT/Vehicle

- -
0,0003

***

Vehicle/Vehicle vs. 
CORT/Fluoxetine 
18mg/kg/day

- -
0,3061

-

Vehicle/Vehicle vs. 
CORT/Ketamine 10 mg/kg

- -
0,0149

*

CORT/Vehicle vs. 
CORT/Fluoxetine 
18mg/kg/day

- -
0,0030

**

CORT/Vehicle vs. 
CORT/Ketamine 10 mg/kg

- -
0,2661

-

CORT/Fluoxetine 
18mg/kg/day vs. 
CORT/Ketamine 10 mg/kg

- -

0,0958

-

Body weight loss ANOVA Group 2.16 3,41 0.10 - S13H
Food consumption ANOVA Group 0.87 3,41 0.46 - S13I

Latency to Feed Fisher's PLSD

Latency to Feed Fisher's PLSD

Fisher's PLSDDay 5

Fisher's PLSD

Novelty 
Supressed 
Feeding

NSF Day 7

S13C

Post-CORT

Novelty 
Supressed 
Feeding

NSF Day 14
S13G

S13D

S13B

Day 11

TST
Tail 

Suspension 
Test
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Résultats complémentaires 

 
Détermination des propriétés prophylactiques du RS 67333 sur le phénotype anxio-dépressif 

induit par corticostérone chez la souris C57BL/6JRj mâle (rapport d’invention #CU19088) : 

 

L’activité anxiolytique du RS 67333 dans une souche de souris anxieuse a nettement 

été démontrée tout au long de ce travail et ce dans divers tests prédictifs d’une activité 

anxiolytique. En vue de déterminer les propriétés prophylactiques du RS 67333, un modèle 

murin de résilience a été développé selon une étude originale conceptualisée par le professeur 

Denis David (Université Paris-Saclay, France) et les docteurs Indira David (Université Paris-

Saclay, France) et Christine Denny (Columbia University, NYC, USA). Ce modèle consiste à 

administrer chez la souris naïve, ici des souris C57BL/6JRj mâles, une molécule donc le pouvoir 

prophylactique veut être évalué, avant d’induire chez ces mêmes animaux, un phénotype 

anxio-dépressif, provoqué par un traitement chronique de corticostérone (35 µg/ml) (David 

et al., 2009; Mendez-David et al., 2014) (Figure 34A). Les animaux naïfs ont été traités pendant 

3 semaines avec de la fluox »tine (160 mg/ml, équivalent à une dose de 18 mg/kg/j), 

administrée dans l’eau de boisson ou avec du RS 67333 (1,5 mg/kg), délivré grâce à des mini-

pompes osmotiques ALZET®, selon un protocole déjà utilisé au laboratoire (Mendez-David et 

al., 2014). À la fin de cette période, les traitements pharmacologiques ont été arrêtés et le 

traitement chronique par corticostérone a été initié pour une période de 3 semaines. Les 

animaux ont ensuite été testés successivement dans l’EPM, le NSF et le Splash Test (Figure 

34A). Les animaux contrôles, non stressés, ont reçu une solution véhicule pendant toute la 

durée de l’expérience. 
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Nous avons observé que la corticostérone induit une augmentation du poids des 

animaux, un effet qui n’est pas observé chez les animaux prétraités par fluoxétine ou 

RS 67333, suggérant que ces molécules protègent contre la prise de poids induite par la 

corticostérone (RMANOVA : effet traitement F3,43 = 3,523, p=0,0227 ; effet temps F6,258 = 

132,3, p<0,0001 ; interaction traitement x temps F18,258 = 5,728, p<0,0001) (Figure 34B). 

Comme escompté, un traitement par corticostérone induit un phénotype anxieux et dépressif, 

comme indiqué par la diminution du temps passé et du nombre d’entrées dans les bras 

ouverts de l’EPM, l’augmentation de la latence pour se nourrir dans le NSF et la réduction du 

temps de toilettage dans le Splash Test (Figures 34C-H). Contrairement à un prétraitement 

chronique par fluoxétine, un prétraitement par RS 67333 prévient la diminution du temps 

passé dans les bras ouverts de l’EPM induit par la corticostérone (F3,43 = 2,554, p = 0,05), sans 

affecter l’activité locomotrice totale (Figures 34C-E). Toutefois, l’administration de RS 67333 

et de fluoxétine prévient les effets délétères de la corticostérone sur le nombre d’entrés dans 

les bras ouverts de l’EPM (F3,43 = 25,548, p = 0,026) (Figure 34D). Contrairement à la fluoxétine, 

le RS induit une diminution de la latence pour se nourrir dans le NSF (F3,43 = 7,528, p<0,0001) 

(Figures 34F-G) et une augmentation du temps de toilettage dans le Splash Test (F3, 43 = 4,909, 

p = 0,005) (Figure 34H), comparativement aux animaux traités par la corticostérone seule. 

 

Nos résultats laissent donc à penser qu’une activation chronique du récepteur 5-HT4 

protège contre le développement des comportements de type anxieux et dépressif induits, 

dans un modèle murin neuroendocrine. Tout comme la kétamine, mais à l’instar de la 

fluoxétine, le RS 67333 possède donc un pouvoir prophylactique. Cette découverte 

concernant la capacité du RS 67333 à promouvoir une résilience a été officiellement déposée 

auprès des autorités compétentes de Columbia University (NYC, USA) dans le but d’être 

brevetée (rapport d’invention #CU19088, « RS 67333 (1-(4-Amino-5-chloro-2-

methoxyphenyl)-3-[1-butyl-4-piperidinyl]-1-propanone hydro-chloride), comme composé 

prophylactique et anxiolytique »). 
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Figure 34. La stimulation chronique du récepteur 5-HT4 prévient le développement des comportements 

de type anxieux et dépressif induits par la corticostérone chez la souris C57BL/6JRj. 

 
Abréviations : *p<0,05 ; **p<0,01 versus véhicule ; #p<0,05 versus véhicule + corticostérone ; CORT : 

corticostérone ; FLX. : fluoxétine 18 mg/kg ; RS : RS 67333 1,5 mg/kg ; V : véhicule. 
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Évaluation de l’activité à long-terme d’un agoniste du récepteur 5-HT4 chez la souris 

BALB/cJRj : 

 

Après avoir montré que le RS 67333 était pourvu de propriétés prophylactiques, nous 

avons ensuite cherché à connaître l’activité de cette molécule au long-terme, c’est-à-dire si la 

réponse anxiolytique que le RS 67333 provoque est durable dans le temps. Pour cela, les souris 

BALB/cJRj ont été injectées par voie systémique avec une unique dose de RS 67333 (1,5 

mg/kg) ou de diazépam (1,5 mg/kg), 45 minutes avant de réaliser le Splash Test. Le lendemain, 

les souris ont été soumises à l’EPM, sans avoir reçu de nouvelle dose de RS, puis à l’open field 

24 h après et pour finir au NSF 24 h après l’open field (Figure 35A).  

 

Comme pressenti, le RS 67333 a augmenté la durée de toilettage (t = 2,294 ; p<0,05) 

dans le Splash Test, sans en affecter le nombre d’épisodes (t = 1,546 ; p=0,1531) (Figures 35B-

C), après une administration unique. Nous n’avons pas retrouvé les effets anxiolytiques 

attendus du RS 67333 dans l’EPM (t = 0,4990 ; p=0,6286) (Figures 35D-E), 24 heures après 

l’injection. Pourtant le RS 67333 a augmenté le temps passé dans le centre de l’OF (t = 1,924 ; 

p<0,05), sans affecter le ratio de la distance dans le centre sur la distance ambulatoire totale 

(t = 1,281 ; p=2292) (Figures 35F-G), 48 heures après l’injection et a diminué la latence pour 

se nourrir dans le NSF (t = 2,520 ; p<0,05), sans affecter la consommation de nourriture en 

environnement familier (t = 0,2203 ; p=0,4151) (Figures 35H-I), 72 heures après l’injection. Le 

diazépam ne possédant pas d’activité de type antidépresseur, il est donc normal de ne 

retrouver aucun effet dans le Splash Test. Nous n’avons pas non plus observé d’activité à long-

terme pour le diazépam. 

 

Par conséquent, bien que cette étude devrait être répétée, le RS pourrait avoir des 

effets persistants jusqu’à 72 heures post-injection. 
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Figure 35. La stimulation unique du récepteur 5-HT4 pourrait induire des effets de type anxiolytique et 

antidépresseur à long-terme chez la souris BALB/cJRj. 

 
 
Abréviations : *p<0,05 versus véhicule ; D : diazépam 1,5 mg/kg ; i.p. : injection intrapéritonéale RS : RS 67333 

1,5 mg/kg ; V : véhicule. 
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Les troubles anxieux constituent des désordres psychiatriques fréquents et invalidants 

mais heureusement sensibles aux traitements disponibles sur le marché, tels que les BZD ou 

les antidépresseurs. En dépit de leur efficacité après une administration unique, les BZD ne 

sont plus indiquées en première intention dans le traitement des troubles anxieux, ce sont 

désormais les antidépresseurs, notamment les ISRS, qui les ont remplacées. Néanmoins le 

développement de nouvelles stratégies est un problème de santé majeur, puisque l’efficacité 

des traitements antidépresseurs est limitée par un long délai d’action thérapeutique et 

surtout un nombre important de patients non répondeurs ou résistants. Le besoin de mettre 

au point de nouvelles molécules est d’autant plus urgent que, récemment, il a été démontré 

que les BZD étaient plus efficaces que les antidépresseurs pour réduire les symptômes du TAG 

(Gomez et al., 2018). 

 

De ce fait, la compréhension des mécanismes impliqués dans la réponse anxiolytique 

rapide devrait offrir de nouvelles opportunités thérapeutiques. Il se pourrait que le récepteur 

5-HT4 soit une cible à privilégier dans ce domaine, puisqu’une administration chronique d’un 

agoniste du récepteur 5-HT4, le RS 67333, induit des effets anxiolytiques chez le rat (Pascual-

Brazo et al., 2012), mais aussi corrige le phénotype anxio-dépressif induit par la corticostérone 

chez la souris C57BL/6 (Mendez-David et al., 2014). De plus, le récepteur 5-HT4 est 

majoritairement exprimé dans les régions limbiques du cerveau (Vilaro et al., 2005), et 

notamment sur les neurones pyramidaux du CPFm, dont les terminaisons se projetant sur le 

NRD ont été montrées pour jouer un rôle dans la régulation des troubles de l’humeur (Lucas 

et al., 2005; Warden et al., 2012; Jean et al., 2017). Dès lors, ce travail avait pour but d’évaluer 

d’une part, les effets anxiolytiques du RS 67333, dans un modèle de souris anxieuse BALB/cJRj, 

après une administration aiguë, et d’autre part, d’estimer le rôle du circuit cortex-raphé dans 

la réponse anxiolytique rapide du RS 67333. Nos résultats rapportent que la stimulation 

unique du récepteur 5-HT4 provoque une réponse anxiolytique rapide, en partie expliquée par 

l’activation du circuit cortex-raphé, de manière nécessaire mais non suffisante. 
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Les troubles anxieux constituent un facteur de risque majeur dans le développement 

des pathologies dépressives. Traiter rapidement et à long-terme les symptômes anxieux 

permettrait de prévenir l’apparition des premiers symptômes de dépression, ainsi qu’une 

meilleure prise en charge des EDC, d’autant plus que la comorbidité anxieuse favorise la 

résistance au traitement antidépresseur chez ces patients (Baldwin, 2009). De plus, la majorité 

des personnes faisant face à des événements défavorables ou stressants au quotidien ne 

développe pas de troubles psychiatriques (Article 1). Il est donc primordial de comprendre les 

facteurs neurobiologiques qui caractérisent cette résilience et d’identifier des cibles 

thérapeutiques qui pourraient potentiellement favoriser une telle résilience. Dans un premier 

temps, ce travail avait pour objectif d’établir un modèle murin de résilience, puis, dans un 

deuxième temps, de tester dans ce modèle, les effets prophylactiques du RS 67333. Nos 

résultats révèlent que contrairement à la fluoxétine, la kétamine et le RS 67333 sont capables 

d’induire des effets protecteurs à long-terme contre les effets comportementaux néfastes, 

induits par un stress de défaite sociale ou par un traitement chronique par corticostérone.  

 

1. La stimulation aiguë, par voie systémique, du récepteur 5-HT4 induit un effet de 

type anxiolytique rapide chez la souris anxieuse BALB/cJRj mâle. 

En utilisant une souche de souris anxieuse à l’état basale, la souris BALB/cJRj, nous 

avons d’abord étudié l’effet de type anxiolytique rapide d’un agoniste du récepteur 5-HT4, le 

RS 67333 (pKi = 8,7), après une administration unique par voie systémique, dans trois tests 

comportementaux prédictifs d’un phénotype anxieux (Article 2). Le Tableau 19 regroupe les 

résultats comportementaux obtenus en fonction des molécules administrées. Dans l’EPM, le 

NSF et l’OF, l’administration unique par voie systémique de RS 67333 (1,5 mg/kg) induit un 

effet de type anxiolytique rapide similaire à celui du diazépam (1,5 mg/kg). Sans surprise, la 

fluoxétine (18 mg/kg) n’a eu aucun effet sur les paramètres mesurés dans ces tests, attestant 

ainsi du délai d’action thérapeutique des ISRS, qui a précédemment été démontré (David et 

al., 2007; Guilloux et al., 2013). Cependant, la capacité de la fluoxétine à corriger un 

phénotype anxieux n’est pas contestable, mais nécessite au moins 28 jours de traitement 
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(Mendez-David et al., 2014), contrastant ainsi avec la rapidité d’action des agonistes du 

récepteur 5-HT4.  

 

Bien que l’affinité du RS 67333 pour le récepteur 5-HT4 soit élevée, nous avons tout de 

même vérifié la sélectivité de l’effet anxiolytique, en administrant le RS 67333 en association 

avec un antagoniste sélectif du récepteur 5-HT4, le GR 125487 (1,0 mg/kg, pKi = 10,6). 

Plusieurs études ont montré qu’administré seul, le GR 125487 n’a pas d’effet direct sur le 

comportement de type anxieux dans différents tests comportementaux comme le LDT (Costall 

& Naylor, 1997), l’OF, l’EPM ou encore le NSF (Mendez-David et al., 2014). Cependant, en co-

administration avec le RS 67333, le GR 125487 bloque les effets de l’agoniste du récepteur  

5-HT4, confirmant ainsi que la réponse de type anxiolytique du RS 67333 nécessite l’activation 

du récepteur 5-HT4 (Tableau 19). 

 

En outre, l’activation de ce récepteur n’est pas seulement nécessaire à l’activité 

anxiolytique du RS 67333, elle l’est aussi à l’activité anxiolytique et antidépressive de la 

fluoxétine, et à l’activité anxiolytique du diazépam. Dans le cas de la fluoxétine, il a été 

rapporté que le blocage du récepteur 5-HT4 prévient les effets de type anxiolytique et 

antidépresseur induits par un traitement chronique de 28 jours par fluoxétine (Mendez-David 

et al., 2014). De plus, chez la souris, un traitement chronique par fluoxétine (20 mg/kg) conduit 

à une augmentation spécifique de l’ARNm du récepteur 5-HT4 dans les neurones pyramidaux 

de la couche 5 du CPF (Schmidt et al., 2012), ce qui démontre bien l’importance du récepteur 

5-HT4 dans les effets anxiolytiques et antidépresseurs de la fluoxétine. Dans le cas du 

diazépam, Costall et Naylor ont montré que les effets anxiolytiques du diazépam dans le LDT 

étaient inhibés par une administration unique d’antagonistes du récepteur 5-HT4 comme le 

GR 113808 ou le SB 204070. Nos résultats font état d’observations similaires concernant le 

diazépam puisque la réponse anxiolytique qu’il induit dans l’EPM est partiellement supprimée 

par un prétraitement au GR 125487 (diminution du temps passé dans les BO de l’EPM de 34%, 

comparativement au traitement par diazépam seul). 
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Tableau 19. Résumé des résultats comportementaux après une administration par voie 

systémique. 

Traitements EPM NSF OF 

Diazépam (1,5 mg/kg ; i.p.) ✔ ✔ ✔ 

Fluoxétine (18 mg/kg ; i.p.) ✗ ✗ ✗ 
RS 67333 (1,5 mg/kg ; i.p.) ✔ ✔ ✔ 

GR 125487 (1,0 mg/kg ; i.p.) + diazépam (1,5 mg/kg ; i.p.) ✗ - - 
GR 125487 (1,0 mg/kg ; i.p.) + RS 67333 (1,5 mg/kg ; i.p.) ✗ ✗ - 

 
Abréviations : ✔ : activité anxiolytique par rapport au groupe contrôle ; ✗ : pas d’activité anxiolytique ; EPM : 
elevated plus maze ; NSF : novelty suppressed feeding ; OF : open field. 
 

 

Ensemble, ces données suggèrent que l’activité de type anxiolytique rapide requière 

l’activation sélective de certains récepteurs post-synaptiques, dont le récepteur 5-HT4, plutôt 

qu’une augmentation globale de la neurotransmission sérotoninergique. Toutefois, cette 

hypothèse peut être contestée par les données des études précliniques sur les auto- et hétéro-

récepteurs 5-HT1A, puisqu’il semblerait que seuls les autorécepteurs, influençant donc la 

synthèse de 5-HT, soient directement impliqués dans les comportements anxieux 

(Richardson-Jones et al., 2011; Donaldson et al., 2014). Cette supposition est confortée par 

les expériences de pharmacologie, qui montrent que les agonistes du récepteur 5-HT1A, 

comme la buspirone ou le 8-OH-DPAT, agissent sur les comportements anxieux de manière 

comparable aux traitements antidépresseurs (Samuels et al., 2016). 
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2. L’activation aiguë du récepteur 5-HT4 dans le CPFm et l’HPCv participe aux effets 

de type anxiolytique rapide chez la souris anxieuse BALB/cJRj mâle. 

La deuxième partie de notre travail avait pour but de comprendre les différents circuits 

impliqués dans l’anxiété, en décrivant plus précisément celui engagé dans les effets de type 

anxiolytique rapide induits par l’activation du récepteur 5-HT4 (Article 1). Dans un premier 

temps, nous avons cartographié l’expression des transcrits du récepteur 5-HT4 dans le cerveau 

de souris BALB/cJRj. Sans surprise, nous avons retrouvé une expression des transcrits du 

récepteur 5-HT4 dans le CPF et dans l’HPC, des régions limbiques impliquées dans la régulation 

de l’humeur, comme ce qui a été décrit dans la littérature (Waeber et al., 1993; Vilaro et al., 

2005).  

 

En plus d’exprimer la cible d’intérêt, le CPFm semble être activé de manière persistante 

chez les sujets atteints de TAG, y compris pendant les phases de repos qui suivent le stimulus 

déclenchant l’inquiétude chez ces patients (Paulesu et al., 2010). Dans un deuxième temps, 

nous avons donc exploré les conséquences comportementales de l’activation spécifique du 

récepteur 5-HT4 exprimé dans le CPFm. Pour cela, nous avons réalisé des injections bilatérales 

de RS 67333 (0,2 ou 1 µg) directement dans le CPFm, suivies par des tests comportementaux 

prédictifs d’une activité de type anxiolytique. À notre connaissance, aucune étude n’a à ce 

jour évalué les effets d’une administration intracorticale d’un agoniste du récepteur 5-HT4 sur 

les comportements anxieux. Nos résultats, résumés dans le Tableau 20, montrent que 

l’activation intracorticale du récepteur 5-HT4 reproduit la réponse anxiolytique obtenue après 

une injection par voie systémique de RS 67333, en induisant une activité de type anxiolytique 

rapide dans l’EPM et le NSF, toujours de manière similaire à celle du diazépam. Ces résultats 

sont en accord avec une étude récente montrant que la surexpression du récepteur 5-HT4 

dans le CPFm de souris wild-type C57BL/6, grâce à un virus AAV9-HTR4-RFP, augmente le 

temps passé dans les BO de l’EPM (Castello et al., 2018). 
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Nous avons par la suite souhaité confirmer ces résultats dans une autre structure 

exprimant le récepteur 5-HT4, qui est également impliquée dans la physiopathologie des 

troubles anxieux, comme c’est le cas pour l’HPC (Shin & Liberzon, 2010). De la même manière, 

une infusion de RS 67333 directement dans l’HPCv provoque une réponse anxiolytique chez la 

souris BALB/cJRj dans l’EPM et dans le NSF (Tableau 20). Nos résultats obtenus dans l’HPCv 

semblent cohérents au regard de la littérature puisqu’une étude a révélé que la stimulation 

par optogénétique des cellules granulaires du gyrus denté de l’HPC, augmente le temps passé 

dans les BO de l’EPM (Kheirbek et al., 2013). 

 

Tableau 20. Résumé des résultats comportementaux après administration locale en fonction 

de la structure étudiée. 

Traitements 
EPM NSF 

CPFm HPCv CPFm HPCv 

Diazépam (1,5 mg/kg ; i.p.) ✔ ✔ ✔ ✔ 

RS 67333 (0,2 ou 1 µg ) ✔ ✔ ✔ ✔ 

 
Abréviations : ✔ : activité anxiolytique par rapport au groupe contrôle ; CPFm : cortex préfrontal médian ; 
EPM : elevated plus maze ; HPCv : hippocampe ventral ; NSF : novelty suppressed feeding ; OF : open field. 
 

 

Ces résultats laissent ainsi penser que les effets de type anxiolytique rapide du 

RS 67333 seraient portés, entre autres, par le CPFm et l’HPCv. A notre connaissance, c’est l’une 

des premières études qui s’intéresse aux effets anxiolytiques induits par une administration 

intracérébrale de RS 67333. La toute première étude qui s’y est intéressée a rapporté qu’une 

administration bilatérale de RS 67333 dans la BLA n’a pas d’effet sur les paramètres d’anxiété 

mesurés dans l’EPM chez la souris (Chegini et al., 2014). Cependant, lorsque les animaux sont 

exposés une seconde fois à l’EPM, 24 heures après la première exposition, on observe une 

augmentation du temps passé dans les BO de l’EPM suggérant non pas un effet anxiolytique, 

mais plutôt un défaut de l’apprentissage aversif et donc une réduction de la formation de la 

mémoire émotionnelle (Chegini et al., 2014). Plusieurs autres études ont été réalisées pour 

évaluer le rôle du récepteur 5-HT4 hippocampique dans la peur conditionnée ou encore dans 
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l’apprentissage et les déficits d’acquisition de la mémoire émotionnelle. Ainsi, une injection 

bilatérale de RS 67333 à différentes doses, dans la région CA1 ou CA3 de l’hippocampe chez 

la souris NMRI mâle avant l’apprentissage, augmente respectivement le temps de latence du 

freezing dans deux tâches de conditionnement de la peur contexte- et son-dépendant, et 

diminue la latence dans une tâche d’évitement passif à un essai, traduisant une altération de 

l’acquisition de la mémoire et un défaut d’apprentissage de la peur lors du conditionnement 

(Nasehi et al., 2015a; Nasehi et al., 2016). De même, une injection de RS 67333 dans la région 

CA1 de l’hippocampe altère la consolidation de la mémoire, révélant un effet amnésiant du 

composé lorsque celui-ci est injecté après l’apprentissage (Nasehi et al., 2015b). Ces résultats 

sont plutôt surprenants quand on sait que l’administration chronique par voie systémique de 

RS 67333 (1,5 mg/kg) restaure tous les déficits cognitifs induits par la corticostérone chez la 

souris C57BL/6JRj (Darcet et al., 2016), ou encore que l’administration unique par voie 

systémique de RS 67333 avant l’acquisition améliore les performances de mémoire 

épisodique chez la souris NMRI dans le test de la reconnaissance d’un nouvel objet (Freret et 

al., 2012), et de mémoire spatiale chez le rat Sprague-Dawley dans le test de la piscine de 

Morris (Lelong et al., 2001). Toutefois, on retrouve les effets pro-cognitifs du RS 67333 lorsque 

ce composé est injecté dans une région exprimant le récepteur 5-HT4, mais différente de 

l’HPC. En effet, une administration bilatérale de RS 67333 dans le noyau basal de Meynert, 

augmente l’acquisition et la consolidation de la mémoire spatiale, un effet prévenu par 

l’administration de RS 39604, un antagoniste du récepteur 5-HT4 (Orsetti et al., 2003). De la 

même manière, une injection de RS 67333 dans le NAc, après une première exposition dans 

l’EPM, diminue le pourcentage de temps passé et d’entrées dans les BO de l’EPM, signifiant 

que ce composé consolide la mémoire émotionnelle (Khodayar et al., 2016). 

 

Ces résultats soulignent donc l’importance de comprendre l’implication d’une région 

précise dans l’activité d’une molécule, puisque les effets d’un composé après administration 

par voie systémique peuvent s’avérer contraires lorsque ce composé est administré dans une 

région spécifique.  
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3. Le circuit CPFm-NRD est un carrefour nécessaire mais non suffisant à l’activité 

anxiolytique rapide du RS 67333. 

Après avoir déterminé l’une des structures qui pourrait être impliquée dans l’activité 

anxiolytique rapide liée à l’activation du récepteur 5-HT4, nous avons essayé de décortiquer le 

circuit qui sous-tend cette activité. Une étude anatomique ayant cartographié les afférences 

présynaptiques des neurones sérotoninergiques et GABAergiques du NRD, grâce à l’utilisation 

d’un traceur trans-synaptique rétrograde basé sur le virus de la rage modifié, nous avons pu 

identifier qu’une majorité des neurones glutamatergiques du PrL se projettent 

préférentiellement sur les neurones sérotoninergiques du NRD, plutôt que sur les neurones 

GABAergiques (Weissbourd et al., 2014). Cette connexion entre le CPFm, plus précisément 

l’aire PrL, et le NRD a suscité un grand intérêt en tant que circuit potentiellement impliqué 

dans la modulation du stress et des comportements dépressifs. Par exemple, la stimulation 

par optogénétique des projections glutamatergiques du CPFm sur le NRD réduit l’immobilité 

dans le FST et augmente la fréquence des coups de pattes chez le rat Long-Evans, sans affecter 

l’activité locomotrice non-spécifique dans l’OF (Warden et al., 2012). De manière intéressante, 

si la stimulation du circuit cortex-raphé exerce une activité de type antidépresseur, la 

stimulation des corps cellulaires des neurones pyramidaux du CPFm n’a aucun effet sur les 

paramètres mesurés dans le FST et dans l’OF, suggérant ainsi que c’est le circuit qui est 

impliqué dans cette réponse et non pas seulement le CPFm (Warden et al., 2012). Autre 

exemple chez le rat Sprague-Dawley, la réponse de type antidépresseur, obtenue dans le FST 

après une stimulation électrique profonde des neurones du CPFvm, est complétement 

supprimée chez les rats dont le NRD et le NRM ont été déplétés en sérotonine à l’aide de 5,7-

dihydroxytryptamine (Hamani et al., 2010).  

 

Ces données indiquent donc que le CPFm exerce un contrôle sur l’activité neuronale du 

NRD et que les effets de type antidépresseur dont il est responsable dépendent de l’intégrité 

du système sérotoninergique prenant sa source dans le NRD. Cependant, il n’existe que peu 

de preuves qui impliquent les projections du CPFm vers le NRD dans les comportements de 

type anxieux. Pour répondre à cette question, nous avons utilisé un virus exprimant un 

promoteur CaMKII pour cibler uniquement les neurones pyramidaux glutamatergiques et ainsi 
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évaluer le circuit neuronal nécessaire aux effets anxiolytiques rapides. Nous avons ainsi 

montré que la stimulation des terminaisons neuronales glutamatergiques du CPFm exprimant 

ChR2, dans le NRD, induit un effet anxiolytique rapide qui se traduit par une augmentation du 

temps passé dans les BO de l’EPM (Tableau 21). Ce résultat confirme donc que tout comme 

pour l’activité de type antidépresseur, le circuit cortex-raphé est également impliqué dans les 

effets de type anxiolytique. Ces résultats sont confirmés par des études menées chez des 

animaux stressés en conditions aversives. Tout d’abord, chez la souris ayant subi un stress 

chronique de défaite sociale, l’activation chronique par optogénétique des cellules 

pyramidales du CPFm augmente le temps passé dans les BO de l’EPM (Kumar et al., 2013), alors 

que cette même stimulation n’a aucun effet sur le comportement anxieux chez des souris 

naïves (Covington et al., 2010; Kumar et al., 2013). Ensuite, la stimulation cérébrale profonde 

du CPFvm de manière chronique chez des souris C57BL/6 mâle annule les déficits socio-affectifs 

prolongés induits par un stress chronique de défaite sociale, un effet corrélé à l’augmentation 

du nombre de cellules c-Fos positives dans le NRD et au rétablissement de l’excitabilité des 

neurones sérotoninergiques du NRD (Veerakumar et al., 2014). Enfin, l’inhibition des 

terminaisons des neurones du CPFm se projetant sur le NRD prévient la diminution de 

l’interaction sociale dans le SIT chez des souris socialement défaites (Challis et al., 2014), 

laissant supposer que le circuit cortex-raphé dorsal est bien impliqué dans les comportements 

anxieux.  

 

De plus en plus de preuves laissent sous-entendre que le contrôle du CPFm sur le NRD 

pourrait avoir lieu via l’activation du récepteur 5-HT4. D’une part, des injections bilatérales 

d’un virus permettant de surexprimer le récepteur 5-HT4, soit dans le striatum, soit dans 

l’hippocampe des rats Sprague-Dawley, ne modifie pas l’activité électrique des neurones 

sérotoninergiques du NRD, alors qu’une surexpression du récepteur 5-HT4 dans le CPFm de ces 

animaux est la seule à induire une activité excitatrice sur les neurones du NRD (Lucas et al., 

2005). D’autre part, les souris mâles adultes, génétiquement modifiées pour ne pas exprimer 

le récepteur 5-HT4 (5-HT4R KO), présentent une réduction de l’activité spontanée des 

neurones sérotoninergiques du NRD d’environ 50%, comparées aux animaux wild-type, en 

plus d’une diminution des concentrations en 5-HT dans le NRD et le NRM (Conductier et al., 

2006). Pour finir, alors qu’un stress de contention augmente la concentration en 5-HT, 
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mesurée par microdialyse, dans le NRD des souris 129SvTer wild-type, il n’a aucun effet chez 

les animaux 5-HT4R KO (Jean et al., 2017). Néanmoins, la réexpression du gène du récepteur 

5-HT4 dans le cortex des souris 129SvTer 5-HT4R KO, grâce à un herpès virus HSV-HT4R, 

reproduit l’augmentation de 5-HT observée chez les animaux WT suite au stress (Jean et al., 

2017). Notre étude montre qu’une administration unique par voie systémique de RS 67333 

augmente l’activité électrique des neurones sérotoninergiques du NRD chez la souris 

BALB/cJRj, suggérant que l’activité anxiolytique des agonistes du récepteur 5-HT4 est 

dépendante de l’activation de cette population neuronale, en dépit du fait que le récepteur 

5-HT4 ne soit pas exprimé dans le NRD (Vilaro et al., 2005). Nous avons ainsi confirmé les 

résultats précédemment obtenus chez le rat avec des administrations par voie systémique de 

RS 67333 ou de cisapride à différents moments (30 min, 3 jours et 21 jours) (Lucas & Debonnel, 

2002; Lucas et al., 2005). De manière intéressante, cette excitabilité des neurones 

sérotoninergiques du NRD, induite par une administration par voie systémique de RS 67333, 

est totalement prévenue par la lésion électrolytique du CPFm chez le rat Sprague-Dawley 

(Moha ou Maati et al., 2016), confirmant ainsi l’importance du CPFm dans le contrôle du NRD.  

 

Ces résultats sont supportés par le fait qu’une déplétion en 5-HT cérébrale par un 

prétraitement au p-CPA prévient le phénotype anxiolytique induit par l’activation du 

récepteur 5-HT4 cortical, suite à l’administration unique de RS 67333 (1 µg) dans le CPFm. Il est 

important de noter que le p-CPA administré seul n’affecte pas le comportement anxieux des 

animaux, une observation précédemment retrouvée dans les tests de performance cognitive 

ou les tests caractéristiques d’une activité de type antidépresseur (du Jardin et al., 2016; Pham 

et al., 2017). Plus surprenant, nous avons retrouvé que la déplétion en 5-HT cérébrale bloque 

également la réponse anxiolytique induite par une administration intracorticale de diazépam 

(3 µg). Ainsi, en dépit de cibles pharmacologiques différentes, les agonistes du récepteur  

5-HT4 et les BZD semblent partager une activité anxiolytique avec une efficacité similaire qui 

nécessite l’activation de la neurotransmission sérotoninergique et éventuellement le 

recrutement de circuits neuronaux communs (Figure 36). Pour autant et contrairement au 

RS 67333, le diazépam ne semble pas affecter directement le système sérotoninergique. En 

effet, une administration unique par voie intraveineuse de diazépam chez le rat Albino ne 

modifie pas l’activité électrique spontanée des neurones sérotoninergiques du NRD, une 
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conséquence qui pourrait toutefois être confondue par l’interaction de l’hydrate de chloral, 

l’anesthésique utilisé pour endormir les rats, avec les récepteurs GABAergiques (Gallager, 

1978). De même, une lésion spécifique des neurones sérotoninergiques du NRD chez le rat 

Wistar n’altère pas la réponse anxiolytique du diazépam dans un test de punition liée à la prise 

alimentaire (Thiebot et al., 1984). Toutefois, il a été rapporté que l’administration de 

diazépam diminue le métabolisme de la sérotonine. C’est le cas chez le rat Lister hooded, où 

une injection intrapéritonéale de diazépam (2,5 mg/kg) réduit significativement 

l’augmentation extracellulaire de 5-HT dans l’HPCv, induite par une exposition à l’EPM (Wright 

et al., 1992). C’est également le cas chez le rat Sprague-Dawley, où une injection de diazépam 

(20 mg/kg), 10 minutes après une injection de sérotonine radiomarquée (5-HT-C14), augmente 

la rétention de 5-HT exogène (Chase et al., 1970).  

 

Il est donc certain que les systèmes sérotoninergique et GABAergique interagissent 

entre eux pour induire une réponse anxiolytique, bien qu’on ne connaisse pas précisément la 

nature de cette interaction, surtout que la vaste majorité des neurones sérotoninergiques 

expriment le récepteur GABAA (Olivier et al., 2013). La Figure 36 propose une explication 

hypothétique de l’implication du système sérotoninergique, et plus précisément du récepteur 

5-HT4 dans les effets anxiolytiques du diazépam. 
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Figure 36. Hypothèse d’un circuit partagé entre le diazépam et le RS 67333, malgré des cibles 

pharmacologiques différentes 

 

 
 
Le diazépam ( ) se fixe sur son site ( ) situé sur le récepteur GABAA ( ) localisé sur les interneurones 

GABAergiques du CPFm, potentialisant ainsi les effets du GABA. Le GABA, en se fixant à son tour sur le récepteur 

GABAA, favorise l’ouverture du canal chlore, ce qui a pour conséquence d’hyperpolariser et donc d’inhiber 

l’interneurone GABAergique. Il s’en suit une levée d’inhibition du neurone pyramidal glutamatergique, qui est 

activé, entre autres, par la sérotonine ( ) synthétisée de manière spontanée par le NRD. Les neurones pyramidaux 

du CPFm se projetant majoritairement sur les neurones sérotoninergiques du NRD (1), activent ces neurones qui 

synthétisent alors de la sérotonine, mais dans une moindre mesure car nous pensons que le diazépam utilise 

également la voie indirecte (2) qui consiste à activer les interneurones GABAergiques du NRD, qui induisent une 

inhibition des neurones sérotoninergiques du NRD. Le RS 67333 se fixe sur le récepteur 5-HT4 ( ), exclusivement 

exprimés par les neurones pyramidaux du CPFm. En se fixant sur son récepteur, le RS 67333 ( ) favorise la 

production d’AMPc dans le neurone pyramidal, ce qui a pour but d’augmenter la synthèse de glutamate ( ) dans 

le NRD. Aux vues des résultats d’électrophysiologie, nous pensons que le RS 67333 utilise préférentiellement la 

voie d’activation directe (1), ce qui a pour conséquence d’augmenter la libération de sérotonine par le NRD dans 

le cerveau et dans le CPFm. Le GR 125487 ( ), en antagonisant le récepteur 5-HT4, bloque les effets du RS 67333 

mais aussi de la sérotonine synthétisée spontanément, diminuant ainsi l’activité des neurones pyramidaux du 

CPFm. Dans le cas du diazépam, bien que l’inhibition des interneurones GABAergiques sur les neurones 

pyramidaux soit levée, le neurone pyramidal ne peut plus être activé par la stimulation du récepteur  

5-HT4, bloqué par le GR 125487. Mais dans le cas du diazépam, la diminution de l’activité des neurones 

pyramidaux, provoque une levée d’inhibition des neurones GABAergiques dans le NRD, sous le contrôle excitateur 

des neurones pyramidaux du CPFm, ce qui pourrait expliquer que l’activité anxiolytique du diazépam dépende de 

la synthèse de sérotonine par le NRD et ne soit que partiellement bloquée par un antagoniste du récepteur 5-HT4.  
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Pour finir, nous nous sommes assurés que la réponse comportementale de type 

anxiolytique, obtenue après injection intracorticale de RS 67333, était en accord avec l’idée 

que les neurones pyramidaux glutamatergiques du CPFm modulent les effets anxiolytiques 

induits par le récepteur 5-HT4 en jouant sur l’activité des neurones sérotoninergiques du NRD. 

Pour cela, nous avons optogénétiquement inhibés les terminaisons des neurones 

glutamatergiques du CPFm dans le NRD, ce qui a eu pour conséquences de supprimer l’activité 

anxiolytique induite par une administration intracorticale de RS 67333 (1 µg) et de diazépam 

(1,5 µg) (Tableau 21), confirmant ainsi que le recrutement du circuit cortex-raphé est essentiel 

à la réponse de type anxiolytique rapide. Si ces résultats ne sont pas surprenant pour 

l’agoniste du récepteur 5-HT4, ils le sont nettement plus pour le diazépam. L’étape suivante a 

été de définir si le recrutement du circuit cortex-raphé est nécessaire et/ou suffisant aux effets 

anxiolytiques rapides liés à l’activation du récepteur 5-HT4. Puisque le récepteur 5-HT4 est 

présent dans d’autres structures limbiques impliquées dans la régulation des troubles affectifs 

(Waeber et al., 1994; Vilaro et al., 2005), le cortex circuit-raphé pourrait ne pas être le seul à 

intervenir dans l’activité anxiolytique du RS 67333. Nous avons ainsi évalué les conséquences 

comportementales d’une inhibition par optogénétique des terminaisons des neurones 

pyramidaux du CPFm dans le NRD, après une injection unique et par voie systémique de 

RS 67333 (1,5 mg/kg) et de diazépam (1,5 mg/kg) chez la souris BALB/cJRj exprimant ArchT. 

Nous avons trouvé que la réponse anxiolytique des deux molécules est significativement et 

partiellement atténuée après une inhibition des projections du CPFm dans le NRD (Tableau 

21), suggérant ainsi l’implication d’autres structures dans l’activité anxiolytique des BZD et des 

agonistes du récepteur 5-HT4.  

 

Ce dernier résultat n’est pas surprenant sachant que dans la littérature on retrouve 

d’autres sous-ensembles de circuits essentiels au comportement anxieux ou, à l’inverse, à une 

activité anxiolytique. En partant du principe que le CPFm serait à la base de la physiopathologie 

des troubles anxieux, des études se sont intéressées aux rôles des projections de cette région 

sur d’autres structures également mises en cause dans les troubles anxieux. Par exemple, il a 

été démontré que la stimulation optogénétique des projections des neurones 

glutamatergiques de l’aire PrL dans la BLA exerce un effet anxiolytique dans l’EPM, sans 

prévenir le retrait social dans le SIT, induit par une infusion intracorticale de cholescystokinine-
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8 (CCK-8), un agent connu pour induire un phénotype anxio-dépressif (Vialou et al., 2014) 

(Tableau 21). A l’inverse, une stimulation des projections neuronales glutamatergiques de 

l’aire PrL dans le NAc n’a aucun effet anxiolytique dans l’EPM, mais prévient le retrait social 

induit par CCK-8 et augmente la préférence pour le sucrose, un comportement synonyme 

d’une diminution de l’anhédonie et donc d’un effet de type antidépresseur (Vialou et al., 

2014). Ces résultats, ainsi que nos données, suggèrent donc que l’activité anxiolytique pourrait 

être la conséquence directe d’une activation spécifique du CPFm. Seulement, le CPFm pourrait 

jouer le rôle d’un carrefour secondaire régulé par l’intermédiaire de structures telles que 

l’amygdale ou l’HPCv. En effet, une inhibition par optogénétique de 40% des terminaisons 

neuronales glutamatergiques de l’HPCv, dans le CPFm, provoque une augmentation du temps 

passé dans les BO de l’EPM et diminue la latence pour se nourrir dans le NSF, chez les souris 

exprimant Arch (Padilla-Coreano et al., 2016), un effet qui semblerait être corrélé avec une 

désynchronisation de la fréquence des ondes thêtas entre l’HPCv et le CPFm (Tableau 21). De 

manière intéressante, ces observations sont circuit-spécifiques et non pas dus à une 

diminution de l’excitabilité du CPFm puisque l’inhibition bilatérale des terminaisons du 

thalamus dans le CPFm n’a pas d’effet sur le comportement anxieux des animaux (Padilla-

Coreano et al., 2016). De même, la stimulation des projections glutamatergiques de la BLA 

vers le CPFm produit des effets anxiogènes dans l’EPM et l’OF et réduit l’interaction sociale 

dans le SIT, alors qu’à l’inverse, l’inhibition de ce circuit facilite l’interaction sociale chez les 

souris exprimant NpHR (Felix-Ortiz et al., 2016) (Tableau 21).  

 

Évidemment, d’autres circuits sont responsables de la régulation des comportements 

anxieux, sans directement incriminer le CPFm. Ainsi, l’activation optogénétique des projections 

des neurones pyramidaux de la BLA sur l’HPCv promeut les comportements anxieux dans 

l’EPM et l’OF, alors qu’à l’inverse, une inhibition de ces projections augmente le temps passé 

dans les BO de l’EPM et dans le centre de l’OF (Felix-Ortiz et al., 2013) (Tableau 21). La 

stimulation des projections de la BLA sur le BNST antérodorsal a un effet anxiolytique dans 

l’EPM et diminue la fréquence respiratoire des souris exprimant ChR2 (Kim et al., 2013) 

(Tableau 21). Comme attendu, l’inhibition de ces projections produit l’effet inverse, à savoir 

que les souris exprimant NpHR évitent de manière équivoque les BO de l’EPM et le centre de 

l’OF, synonyme d’un phénotype anxieux, qui plus est associé à une augmentation de la 



 

 

 Discussion 
 

  

323 

fréquence respiratoire (Kim et al., 2013). Enfin, en utilisant la lignée de souris TpH2-ChR2-EYFP 

BAC, exprimant spécifiquement ChR2 dans les neurones sérotoninergiques du NRD et du NRM 

et dont l’expression est retrouvée dans les terminaisons au niveau du BNST antéro-dorsal et 

de la CeA, il a été mis en évidence qu’une stimulation des projections du NRD sur le BNST 

augmente le temps passé dans le centre de l’OF et dans les BO de l’EPM, sans affecter l’activité 

locomotrice totale, et réduit la latence pour se nourrir dans le NSF, sans affecter la 

consommation de nourriture dans l’environnement familier (Garcia-Garcia et al., 2018) 

(Tableau 21). La stimulation des projections du NRD sur la CeA n’induit, quant à elle, aucune 

modification des paramètres mesurés dans les trois tests, bien qu’une diminution de 

l’expression des cellules c-Fos positives dans la CeA ait été détectée (Garcia-Garcia et al., 

2018). En utilisant une lignée murine Pet-Arch-GFP, qui exprime Arch de manière robuste dans 

les corps cellulaires et les terminaisons neuronales des neurones sérotoninergiques, 

respectivement dans le raphé et dans le BNST, cette étude a également montré que 

l’inhibition des projections du NRD sur le BNST augmente le phénotype anxieux des animaux 

dans l’EPM et l’OF (Garcia-Garcia et al., 2018). 

 

De manière intéressante, toutes ces structures expriment le récepteur 5-HT4 mais, 

actuellement, seuls les effets d’une administration de RS 67333 dans la BLA, l’HPC ou le noyau 

basal de Meynert, sur la formation et la consolidation de la mémoire ont été évalués (Orsetti 

et al., 2003; Chegini et al., 2014; Nasehi et al., 2015a; Nasehi et al., 2015b).  
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Tableau 21. Résumé des résultats comportementaux (issus de la littérature) obtenus après modulation par optogénétique des différents circuits impliqués 
dans l’anxiété. 

Corps 
cellulaires 

(virus) 

Terminaisons 
neuronales 
(optrode) 

Souche Virus/lignée 
Type de 

stimulation 
(laser ON) 

Résultats Références 

CPFm NRD 
souris BALB/cJRj 

(7 sem, ♂) 

AAV5-CaMKlla-ChR2(H134R)-eYFP stimulation EPM, OF : anxiolytique 

Faye et al., soumis 
AAV5-CaMKII-ArchT-GFP inhibition 

EPM, OF : Ø (versus laser OFF) 
EPM, OF : prévient effets anxiolytiques du 
DZ et du RS 

CPFm (PrL) BLA souris C57BL/6J 
(8 sem, ♂) 

AAV-CaMKII-ChR2-eYFP 
stimulation EPM : anxiolytique 

(Vialou et al., 2014) 
CPFm (PrL) NAc stimulation EPM : Ø 

HPCV CPFm 
souris 129SvevTac 

(8-12 sem, ♂) 
AAV5-CaMKIIa-eArch3.0-eYFP inhibition EPM, NSF : anxiolytique 

(Padilla-Coreano et 
al., 2016) 

BLA CPFm 
souris C57BL/6 
(6-7 sem, ♂) 

AAV5-CaMKlla-ChR2(H134R)-eYFP stimulation EPM, OF, SIT : anxiogène (Felix-Ortiz et al., 
2016) AAV5-CaMKlla-eNpHR3.0-eYFP  inhibition EPM, OF : anxiolytique 

BLA HPCv 
souris C57BL/6J 

(5-6 sem, ♂) 
AAV5-CaMKlla-ChR2(H134R)-eYFP stimulation EPM, OF : anxiogène (Felix-Ortiz et al., 

2013) AAV5-CaMKlla-eNpHR3.0-eYFP inhibition EPM, OF : anxiolytique 

BLA BNST 
souris C57BL/6 
(6-8 sem, ♂) 

AAV:CaMKIIα::hChR2(H134R)-
eYFP 

stimulation 
EPM : anxiolytique 
Fréquence respiratoire : ↓ 

(Kim et al., 2013) 
AAV:CaMKIIα::eNpHR3.0-eYFP inhibition 

EPM : anxiogène 
fréquence respiratoire : ↑ 

NRD BNST C57BL/6 Iignée TpH2-ChR2-EYFP BAC stimulation EPM, OF, NSF : anxiolytique 
(Garcia-Garcia et al., 

2018) 
  129SvEv lignée Pet-Arch-GFP inhibition EPM, OF : anxiogène 

NRD CeA C57BL/6 lignée TpH2-ChR2-EYFP BAC stimulation EPM, OF, NSF : Ø 

 
Abréviations : Ø : pas d’effet ; BLA : amygdale basolatérale ; BNST : noyau du lit de la strie terminale ; CeA : amygdale centrale ; CPFm : cortex prefrontal médian ; EPM : elevated plus maze ; 
HPCv : hippocampe ventral ; NAc : noyau accumbens ; NRD : noyau du raphé dorsal ; NSF : novelty suppressed feeding ; OF : open field. 
 
NB: l’illumination a toujours lieu au niveau des terminaisons neuronales 
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4. Mise en place d’un modèle murin pour l’étude des effets prophylactiques de molécules 

Après avoir confirmé les effets anxiolytiques du RS 67333, la troisième et dernière partie de 

ce travail avait pour but de valider un modèle murin de résilience dans lequel il serait possible de 

tester le potentiel prophylactique du RS 67333, à l’image de l’étude réalisée par nos collaborateurs 

sur les effets prophylactiques de la kétamine (Article 3). Le modèle a été pensé à l’inverse des 

protocoles de screening couramment utilisés, dans lesquels un stress chronique est d’abord 

appliqué à l’animal pour induire un phénotype anxieux et/ou dépressif, avant d’administrer une 

molécule dans le but d’évaluer son potentiel anxiolytique et/ou antidépresseur, par réversion du 

phénotype induit. Dans notre étude publiée dans Biological Psychiatry, les traitements de kétamine 

(10, 30 ou 90 mg/kg, i.p.) ou de fluoxétine (18 mg/kg/j ; 3 semaines, per os) ont été administrés à 

dose unique pour la kétamine ou de manière chronique pour la fluoxétine, avant d’interrompre le 

traitement puis de soumettre l’animal à un stress chronique de défaite sociale (2 semaines) ou à un 

traitement chronique de corticostérone (3 semaines). A la fin de la période de stress, les tests 

comportementaux prédictifs d’une activité anxiolytique et antidépresseur ont été réalisés. 

 

Des expériences réalisées à Columbia University, nous avons observé qu’une injection 

unique de kétamine (30 mg/kg), administrée avant le stress de défaite sociale chez la souris 

129S6/SvEv, prévient le développement d’un comportement de désespoir dans le FST, qui se 

concrétise par une augmentation de l’immobilité, et prévient l’évitement social dans le SIT, qui se 

manifeste par une diminution de l’interaction sociale. Nous n’avons ainsi démontré que la kétamine 

protège contre le comportement dépressif induit par un stress, mais nous n’avons cependant pas 

retrouvé d’effet prophylactique de ce composé contre le développement d’un phénotype anxieux 

(Tableau 22). Ces observations sont consistantes avec les résultats d’une étude réalisée au 

laboratoire, où il a été rapporté que la kétamine induit des effets de type antidépresseur chez la 

souris BALB/CJRj, dans le FST et dans le splash test, mais ne modifie pas les paramètres mesurés 

dans les tests prédictifs d’un phénotype anxieux (EPM, OF, NSF) (Pham et al., 2017). Les propriétés 

prophylactiques de la kétamine ont ensuite été confirmées dans un second modèle de stress 

d’impuissance acquise, dans lequel le prétraitement par kétamine diminue le comportement 

d’impuissance, se traduisant par une diminution de la latence à éviter les chocs électriques (Tableau 

22). 
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Au laboratoire, nous avons confirmé les effets prophylactiques de la kétamine dans un 

troisième modèle de stress, le modèle CORT. Nous avons trouvé qu’une administration unique de 

kétamine (90 mg/kg) chez la souris C57BL/6NTac mâle prévient l’augmentation de l’immobilité dans 

le FST, la diminution du temps de toilettage dans le splash test et la réduction de la latence pour se 

nourrir dans le NSF, des conséquences néfastes induites après un traitement chronique par 

corticostérone (Tableau 22). L’efficacité de la kétamine à une dose plus élevée que celle administrée 

dans les deux précédents modèles (90 mg/kg versus 30 mg/kg) s’explique probablement par un 

métabolisme différent entre les deux souches de souris utilisées (C57BL/6NTac versus 129S6/SvEv). 

Lorsque la kétamine est administrée à la suite d’un stress, que ce soit après un stress de défaite 

sociale ou un traitement chronique par corticostérone, nous n’avons pas observé d’amélioration 

significative des paramètres mesurés dans le FST, le TST, l’EPM, le splash test ou encore le NSF 

(Tableau 22). Ceci suggère donc que les effets antidépresseurs de la kétamine sont plus efficaces 

dans les pathologies induites par le stress, lorsque celle-ci est administrée avant l’exposition au 

stress.  

 

La fluoxétine a été utilisée dans cette étude, comme molécule de référence 

traditionnellement utilisée pour traiter les troubles de l’humeur. Les effets curatifs de la fluoxétine 

sont désormais bien connus (David et al., 2009; Rainer et al., 2012; Mendez-David et al., 2014), mais 

aucune étude n’a réellement évalué les propriétés prophylactiques de la fluoxétine. Dans notre 

étude, nous avons constaté qu’une administration chronique de fluoxétine pendant 3 semaines 

dans l’eau de boisson, ne protège pas systématiquement, ni de manière robuste, contre le 

développement d’un phénotype dépressif induit par un stress (Tableau 22). En effet, dans le modèle 

de défaite sociale, la fluoxétine n’améliore pas le temps d’immobilité dans le FST, alors que dans le 

modèle CORT, la fluoxétine prévient l’augmentation de l’immobilité induite par la corticostérone. 

Contrairement à notre étude, une administration de fluoxétine (7,5 mg/kg/j ; 3 semaines) chez le 

rat Lewis, une souche hautement sensible au stress, de manière préalable à l’application d’un stress 

de défaite sociale protège contre l’induction d’un phénotype anxieux dans l’EPM (Berton et al., 

1999). Toutefois, ces résultats doivent être interprétés avec précaution puisqu’aucune comparaison 

n’a été faite entre les rats stressés ayant reçu la solution véhicule et les rats stressés ayant reçu la 

fluoxétine. De manière intéressante, la fluoxétine a montré en clinique, des effets profitables dans 

la prévention des récidives liées aux EDC puisque dans une étude randomisée et contrôlée menée 
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en double aveugle, les patients atteints d’EDC unipolaire et traités par fluoxétine (20 mg/j) ont 

présenté des périodes de rémission plus longues que les patients assignés au placébo (Montgomery 

et al., 1988; Gilaberte et al., 2001). 

 

5. L’administration chronique par voie systémique de RS67333 prévient l’apparition du 

phénotype anxio-dépressif induit par un traitement chronique par corticostérone. 

Pour tester le potentiel protecteur lié à la stimulation du récepteur 5-HT4, le RS 67333 (1,5 

mg/kg ; mini-pompes) a été administré de manière chronique et par voie systémique pendant 3 

semaines, avant d’interrompre le traitement puis de soumettre les animaux à un traitement 

chronique de corticostérone (3 semaines). Tout comme la kétamine, nous avons montré que le 

RS 67333 possède un pouvoir protecteur, mais à l’instar de la kétamine, le RS 67333 est capable de 

protéger contre le développement d’un phénotype dépressif, mais aussi anxieux. En effet, nous 

avons observé que le RS 67333, administré pendant 3 semaines, par diffusion osmotique continue 

grâce des mini-pompes implantées en sous-cutanée chez la souris C57BL/6NTac, augmente le temps 

passé dans les BO de l’EPM et le temps de toilettage dans le splash test, et diminue la latence pour 

se nourrir dans le NSF, comparativement aux animaux qui n’ont reçu aucun traitement avant la 

corticostérone (Tableau 22).  
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Tableau 22. Résumé des résultats comportementaux suite à l’administration des traitements avant 
et après l’exposition à un stress 

Traitements FST SIT ST EPM NSF 

Modèle de défaite sociale (souris 129S6/SvEv) 

Fluoxétine avant SD Ø Ø - Ø Ø 
Kétamine (30 mg/kg) avant SD ✔ ✔ - Ø Ø 
Kétamine après SD Ø - - Ø - 

Modèle CORT (souris C57BL/6NTac) 

Fluoxétine avant CORT ✔ - Ø Ø Ø 
Kétamine (90 mg/kg) avant CORT ✔ - ✔ Ø ✔ 

RS 67333 (1,5 mg/kg) avant CORT - - ✔ ✔ ✔ 

Kétamine après CORT - - Ø Ø Ø 

 
Abréviations : 

✔
 : protection contre les effets néfastes du stress ; Ø : pas d’effet prophylactique ; EPM : elevated plus 

maze ; FST : forced swimming test ; NSF : novelty suppressed feeding ; OF : open field; SIT : social interaction test; ST : 
splash test. 
 

 

En résumé, nos résultats démontrent que la kétamine et le RS 67333 possèdent des effets 

prophylactiques durables dans le temps, capables d’induire une résilience au long-terme en réponse 

à un stress chronique, permettant ainsi de prévenir le développement de phénotypes anxieux et 

dépressifs. Dans les deux cas, ces résultats sont encourageants mais assez surprenants, quand on 

sait que la demi-vie de la kétamine est comprise entre 2 et 2,5 heures et que celle du RS 67333 se 

situe entre 1 à 3 heures (Hotte et al., 2012), bien que pour ce dernier composé, il s’agisse d’une 

estimation basée sur les résultats des études comportementales, car aucun dosage n’a été réalisé 

chez l’animal. Ces observations sont d’autant plus étonnantes pour le RS 67333, puisque le 

récepteur 5-HT4 est connu pour se désensibiliser très rapidement après exposition à un agoniste 

(Ansanay et al., 1992).  

 

  



 

 

 
Discussion 

 
  

329 

6. La stimulation aiguë, par voie systémique, du récepteur 5-HT4 est responsable d’effets 

qui perdurent dans le temps. 

Pour confirmer les effets au long-terme du RS 67333, nous avons réalisé une batterie de tests 

comportementaux sur plusieurs jours, à raison d’un test par jour, à partir d’une unique dose de 

RS 67333 (1,5 mg/kg) administrée par voie systémique. À J0, jour de l’administration de RS 67333 

(1,5 mg/kg), les animaux ont été soumis au splash test, 45 minutes après l’injection. Sans surprise, 

nous avons retrouvé une augmentation de la durée de toilettage. Les jours suivants, les animaux 

ont été successivement testés dans l’EPM à J2, puis dans l’OF à J3 puis dans le NSF à J4, sans jamais 

recevoir de dose supplémentaire de RS 67333. Bien que nous n’ayons pas retrouvé d’effet 

significatif dans l’EPM le lendemain de l’injection (p = 0,1006), le RS 67333 induit 2 et 3 jours après 

l’administration respectivement, une augmentation significative du temps passé dans le centre de 

l’OF et une réduction significative de la latence pour se nourrir dans le NSF. Si après une 

administration unique, le RS 67333 est capable d’induire des effets à moyen-terme, il n’est donc 

plus si surprenant d’obtenir une résilience au stress après un traitement chronique de 3 semaines 

par RS 67333.  

 

Il est cependant à noter que ces résultats sont des résultats préliminaires et devront bien sûr 

être confirmés par une approche biologique et cellulaire, comme par exemple l’étude de la 

neurogenèse hippocampique. En effet, notre laboratoire a montré que les effets anxiolytiques et 

antidépresseurs rapides à long-terme du RS 67333 étaient médiés par des mécanismes à la fois 

neurogenèse-indépendants, notamment dans l’OF, l’EPM, le splash test mais aussi neurogenèse-

dépendants, en particulier dans le NSF (Mendez-David et al., 2014). Par ailleurs, une étude très 

récente a démontré que l’activité du gyrus denté est nécessaire et suffisante pour induire une 

résilience au stress (Anacker et al., 2018). En effet, l’inactivation DREADD-dépendante des nouveaux 

neurones adultes induit une augmentation de l’excitabilité du GDv et favorise la susceptibilité au 

stress chez les souris C57BL/6J génétiquement modifiées, alors que l’excitation DREADD-

dépendante de cette même population confère une résilience au stress, en restaurant l’activité du 

GDv. Ces résultats suggèrent donc que l’activité du GDv pourrait être un facteur clé dans la 

détermination des niveaux individuels de vulnérabilité au stress et aux troubles psychiatriques 

associés. 
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La compréhension des mécanismes sous-jacents de la résilience au stress, bien qu’encore à 

ses balbutiements, fait preuve d’un intérêt croissant depuis quelques années. À notre connaissance, 

le RS 67333, avec la kétamine, est l’une des premières molécules dont les propriétés 

prophylactiques ont été mises en évidence dans le domaine de la psychiatrie. Néanmoins, de 

nombreux travaux, mettant en jeu une série de mécanismes impliqués dans la résilience au stress, 

ont proposé des pistes de développement pour de nouvelles stratégies thérapeutiques capables 

d’augmenter la résilience. Par exemple, la résilience au stress pourrait être obtenue en modulant 

l’activité du système dopaminergique mésolimbique et plus particulièrement l’activité des neurones 

dopaminergiques de l’aire tegmentale ventrale (ATV). Il a été rapporté que les souris C57BL/6J mâles 

adultes, susceptibles à un stress de défaite sociale, présentent une fréquence de décharge des 

neurones dopaminergiques de l’ATV plus élevée que les souris résilientes au stress (Krishnan et al., 

2007; Cao et al., 2010). Ainsi, réduire l’activité électrique des neurones dopaminergiques de l’ATV, 

en surexprimant un canal potassique voltage-dépendant dans ces neurones, est suffisant à convertir 

la susceptibilité des souris en un phénotype résilient (Krishnan et al., 2007). La résilience au stress 

pourrait aussi être obtenue en modulant l’activité noradrénergique, puisque les souris C57BL/6 

résilientes à un stress de défaite sociale affichent une augmentation de la concentration en NA dans 

l’ATV, mais pas dans les autres structures limbiques, comparées aux animaux susceptibles (Isingrini 

et al., 2016). En conséquence, stimuler chroniquement les terminaisons des neurones 

noradrénergiques du locus cœruleus se projetant sur les neurones dopaminergiques de l’ATV suffit 

à transformer le phénotype susceptible en un phénotype résilient au stress de défaite sociale 

(Isingrini et al., 2016). Enfin, la résilience au stress pourrait également être acquise en modulant 

l’activité glutamatergique, notamment via le récepteur AMPA, puisque les souris, résilientes à un 

stress chronique de défaite sociale de 10 jours, montrent une expression accrue de l’ARNm de la 

sous-unité GluR2 par rapport aux souris contrôles alors, qu’à l’inverse, les souris susceptibles au 

stress présentent une diminution des transcrits de GluR2 dans le NAc (Vialou et al., 2010). De ce fait, 

surexprimer ΔFosB, un facteur de transcription ciblant le récepteur AMPA contenant GluR2, 

spécifiquement dans le NAc, prévient le retrait social des animaux, induit par un stress de défaite 

sociale, alors qu’à l’inverse, la répression de ΔFosB favorise la susceptibilité au stress (Vialou et al., 

2010).  
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La liste des modulations possibles, fournie ici, pour induire une résilience au stress chez 

l’animal n’est bien sûr pas exhaustive. Il est possible d’influencer la résilience en agissant sur 

d’autres systèmes de neurotransmission, sur la neurogenèse hippocampique ou encore sur la 

réactivité de l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Article 1). 
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Conclusion & Perspectives 

 
Ce travail a mis en évidence le rôle des projections des neurones glutamatergiques du 

cortex préfrontal médian sur le noyau du raphé dorsal, dans l’activité du type anxiolytique 

rapide liée à l’activation du récepteur 5-HT4. Bien que de nombreuses autres structures 

expriment le récepteur 5-HT4, il semblerait que le circuit cortex-raphé soit un carrefour 

nécessaire mais pas suffisant à l’activité anxiolytique rapide du RS 67333, et plus surprenant 

encore, à celle du diazépam. Cette observation suggère que les systèmes sérotoninergique et 

GABAergique interagissent étroitement dans les troubles anxieux, bien que les données 

actuellement disponibles sur ce sujet soient pour le moins contradictoires (Olivier et al., 2013). 

Des questions restent néanmoins en suspens concernant le rôle de l’HPCv dans l’activité du 

RS 67333. L’activation du récepteur 5-HT4 hippocampique suffit-elle à induire des effets 

anxiolytiques rapides à elle seule, ou bien ces effets passent-ils par le recrutement du circuit 

hippocampe-cortex-raphé ? Pour répondre à cette question, il serait intéressant d’inhiber, par 

optogénétique, les projections glutamatergiques du CPFm, consécutivement à une injection 

intra-hippocampique de RS 67333 puis d’évaluer le comportement des souris BALB/cJRj dans 

des tests prédictif d’une activité anxiolytique. 

 

Dans l’ensemble, notre étude révèle que recruter le circuit cortex-raphé en stimulant 

le récepteur 5-HT4 localisé dans le CPFm, pourrait représenter une approche thérapeutique 

innovante et rapide pour traiter les troubles anxieux. De ce fait, le RS 67333 pourrait être un 

bon candidat médicament pour le traitement des troubles anxieux en clinique, s’il n’était pas 

limité par ses effets extra-cérébraux, notamment dans le cœur et le système digestif. 

Cependant, une nouvelle molécule, le donécopride, laisse entrevoir une lueur d’espoir en ce 

qui concerne le développement clinique des agonistes du récepteur 5-HT4 (Lecoutey et al., 

2014). En effet, cette molécule, analogue structural du RS 67333, a fait ses preuves en 

préclinique, en améliorant les troubles cognitifs liés à la Maladie d’Alzheimer. En plus de son 
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activité pro-cognitive induite par l’activation du récepteur 5-HT4, le donécopride possède une 

activité anticholinestérase, cible thérapeutique de la majorité des traitements disponibles 

dans la Maladie d’Alzheimer. Le donécopride combine ainsi l’activité du RS 67333 et du 

donépezil, un inhibiteur de l’acétylcholinestérase utilisé dans le traitement de la Maladie 

d’Alzheimer, sans pour autant présenter les effets indésirables liés à l’activation périphérique 

du récepteur 5-HT4, en particulier au niveau des canaux hERG (de l’anglais human Ether-à-go-

go Related Gene), pour lesquels il ne possède pas d’affinité significative (Lecoutey et al., 2014). 

 

De plus, une étude récente, dans laquelle des modifications structurelles apportées au 

RS 67333 ont permis d’étendre son affinité biologique au récepteur 5-HT6, a mis en évidence 

qu’il était désormais possible d’obtenir de nouveaux ligands du récepteur 5-HT4 prometteurs 

dans la maladie d’Alzheimer (Yahiaoui et al., 2016), en combinant des profils d’action divers 

(agoniste /antagoniste). En se basant sur cette étude, il serait intéressant de développer des 

molécules capables d’allier une activité agoniste du récepteur 5-HT4 avec une activité 

inhibitrice de la recapture de la sérotonine, afin de potentialiser les effets anxiolytiques et 

antidépresseurs des deux classes pharmacologiques et surtout d’obtenir une réponse 

thérapeutique rapide. 

 

Des études ont montré qu’il n’existe pas de consensus strict entre la rémission clinique, 

définie par le fait de ne plus remplir les critères diagnostiques d’une pathologie comme le TAG 

ou l’EDC, et la rémission fonctionnelle, définie par le retour au statut professionnel et de vie 

quotidienne antérieur (Spadone, 2008). La rémission fonctionnelle survient de manière 

beaucoup plus tardive, avec un délai pour l’atteindre d’environ 2 à 3 fois plus long que celui 

nécessaire à l’obtention de la rémission clinique. Dans notre étude, les résultats anxiolytiques 

bénéfiques et prophylactiques, obtenus avec le RS 67333, s’apparenteraient plus à une 

rémission clinique que fonctionnelle. Cependant, le RS 67333 possède l’avantage de soulager 

au long-terme, à la fois les dysfonctionnements affectifs (anxiété, isolement social) et les 

anomalies cognitives (déficit d’apprentissage et de mémoire), des symptômes quasi 

systématiquement associés aux EDC. De par son activité multifactorielle, le RS 67333 pourrait 

ainsi faciliter et accélérer la rémission fonctionnelle, mais à l’heure actuelle, aucune étude 

préclinique ne s’est penchée sur cette hypothèse. C’est pourquoi, il serait intéressant de 
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poursuivre cette étude avec un protocole qui permettrait d’évaluer les capacités du RS 67333 

à prévenir les rechutes et ainsi favoriser la rémission fonctionnelle. Le protocole consisterait 

à induire un phénotype anxio-dépressif chez les souris C57BL/6JRj, par l’administration 

chronique de corticostérone. A la fin de cette période, les animaux subiraient une première 

batterie de tests comportementaux, puis un traitement chronique de fluoxétine ou de 

RS 67333 de plusieurs semaines serait ensuite instauré, toujours sous traitement à la 

corticostérone. De nouveau, à la fin de la période de traitement par fluoxétine ou RS 67333, 

les animaux seraient soumis à une deuxième batterie de tests comportementaux pour évaluer 

la réponse thérapeutique, et donc la rémission clinique. Pour finir, les traitements par 

fluoxétine et RS 67333 seraient arrêtés et les animaux continueraient d’être traités par 

corticostérone pendant encore plusieurs semaines. Une troisième batterie de tests 

comportementaux serait finalement réalisée pour estimer le pourcentage d’animaux 

résilients ou en rechute
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Titre : Rôle du récepteur sérotoninergique de type 4 dans le traitement rapide et prophylactique de l’anxiété : 

implication du circuit cortex-raphé. 

Mots clés : anxiété, récepteur 5-HT4, optogénétique, cortex préfrontal, noyau du raphé dorsal, résilience 

Résumé : les benzodiazépines (BZD) et les 
antidépresseurs sont efficaces pour réduire l’anxiété, 
mais devant les effets indésirables que les BZD 
induisent et face au délai d’action des antidépresseurs, 
le développement de nouvelles stratégies constitue un 
besoin primordial. Récemment, il a été montré que 
l’activation du récepteur 5-HT4 (5-HT4R) pouvait 
représenter une cible d’action prometteuse. Bien qu’un 
certain nombre d’études ait évalué l’activité 
anxiolytique des agonistes du 5-HT4R, après une 
administration chronique, aucune étude n’a examiné 
leurs effets après une administration unique, ni même 
le circuit cérébral à la base de cette réponse 
comportementale. Nous avons donc cherché à savoir si 
l’activation aiguë du 5-HT4R via le recrutement des 
terminaisons neuronales glutamatergiques du cortex 
préfrontal médian (CPFm) se projetant sur le noyau du 
raphé dorsal (NRD), un circuit impliqué dans les 
processus émotionnels, induisait des effets 
anxiolytiques rapides, grâce à des outils 
pharmacologiques, électrophysiologiques et optogéné- 

tiques. L’administration unique par voie systémique ou 
intra-CPFm d’un agoniste du 5-HT4R a produit des effets 
anxiolytiques rapides chez la souris, associés à une 
augmentation de l’activité des neurones 
sérotoninergiques du NRD. L’activation des projections 
glutamatergiques du CPFm vers le NRD a permis de réduire 
l’anxiété des souris, alors que l’inhibition de ces 
projections a bloqué les effets anxiolytiques induits par 
l’injection unique intra-CPFm d’une BZD (diazépam) ou 
d’un agoniste du 5-HT4R (RS 67333). Toutefois, ces effets 
ne sont que partiellement bloqués après l’administration 
par voie systémique de ces composés, suggérant que le 
circuit cortex-raphé est un carrefour nécessaire mais non 
suffisant à l’activité anxiolytique du diazépam et du 
RS 67333. Enfin, l’administration prophylactique d’un 
agoniste du 5-HT4R avant l’induction d’un stress a 
prévenu le développement d’un phénotype anxio-
dépressif chez la souris, laissant penser que cette 
molécule pourrait renforcer la résilience au stress des 
populations à risque. 

 

 
Title : Role of serotonin type 4 receptor in rapid and prophylactic treatment of anxiety: involvement of the cortex-

brainstem neural circuit. 

Keywords : anxiety, 5-HT4 receptor, optogenetic, prefrontal cortex, dorsal raphe nucleus, resilience 

Abstract : benzodiazepines (BZD) and antidepressants 
are effective in reducing anxiety, but adverse effects of 
BZD and the delayed onset of action of antidepressants 
emphasize the need to develop fast-acting new drugs. 
Recent studies indicated that activation of 5-HT4 
receptor (5-HT4R) could be a promising target. Although 
a number of studies have assessed 5-HT4R agonist 
anxiolytic activity after chronic treatment, few of them 
have neither evaluated their anxiolytic profile acutely, 
neither the brain circuits involved in this behavioral 
activity. Here, we evaluated whether acute 5-HT4R 
activation in glutamatergic axon terminals arising from 
the medial prefrontal cortex (mPFC) to the dorsal raphe 
nucleus (DRN), a circuit involved in emotional 
processes, induced fast anxiolytic effects, using 
pharmacologic, electrophysiologic and optogenetic 
tools.  Acute  systemic  administration  and  intra-mPFC 

infusion of 5-HT4R produced fast anxiolytic effects in mice 
and increased DRN serotonin cell firing. Optogenetically 
activating mPFC terminals targeting the DRN reduced 
anxiety in mice whereas silencing this circuit blocked BZD 
(diazepam) and 5-HT4R agonist (RS 67333) mPFC infusion 
-induced anxiolytic effects. However, anxiolytic effects 
induced by an acute systemic administration of both 
molecules were partially blocked after optogenetically 
inhibiting cortical glutamatergic terminals in the DRN, 
suggesting that cortex-brainstem neural circuit is 
necessary but not sufficient for a rapid activity of 
diazepam and RS 67333. Finally, the prophylactic 
administration of a 5-HT4R agonist before stress 
prevented the development of an anxio-depressive 
phenotype in mice, suggesting that this molecule could 
reinforce the resilience of population at risk. 

 

 


