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1. Introduction

1.1 Avant-propos : la schizophrénie

Le terme "schizophrénie" provient du grec « oxiCelv » (schizein), signifiant fractionnement,
et « gprv » (phren), désignant I'esprit. C'est le psychiatre suisse Eugen Bleuler qui l'utilise

en premier et qui caractérise la pathologie en 1911.

La schizophrénie est une maladie psychiatrique fortement invalidante qui touche entre 0,7
et 1% de la population mondiale. De nombreux schizophrénes font au moins une tentative
de suicide et des hospitalisations sont souvent nécessaires (Krebs, 2020), ce qui implique
un fort colt sociétal concernant cette pathologie. Elle se distingue des autres psychoses
notamment par un déclenchement tardif des symptémes, au moment de I'adolescence. Les
manifestations de cette maladie sont multiples et variables d'un patient a l'autre, ainsi le
terme "spectre de la schizophrénie" apparait donc maintenant dans le DSM V (« Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders »), manuel de référence qui est parfois utilisé
pour aider au diagnostic de la maladie (American Psychiatric Association, 2013).

1.2 Les caractéristiques de la schizophrénie

1.2.1Prévalence homme / femme

Le ratio de prévalence homme / femme pour la schizophrénie est aux environs de 1,42
(Aleman et al., 2003; Lee et al., 2018). Il existe des différences homme / femme dans 'age
d'apparition qui est plus tardif chez les femmes, ainsi que dans le type et la gravité des
symptédmes. Les hommes ont en effet des symptédmes plus sévéres que les femmes, et
cette accentuation de la sévérité des symptdmes chez les hommes est plus prononcée pour

les symptomes négatifs (voir Figure 1).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Esprit
https://fr.wikipedia.org/wiki/Diagnostic_and_Statistical_Manual_of_Mental_Disorders
https://fr.wikipedia.org/wiki/Diagnostic_and_Statistical_Manual_of_Mental_Disorders
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Figure 1 : Gravité des symptémes positifs et négatifs de schizophrénie en fonction de I'age
et du genre. Issu de Gur et al., 1996.

Les pics d’age d’apparition des premiers symptdomes correspondent a la puberté pour les

hommes, a la puberté et la ménopause pour les femmes (voir Figure 2).
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Figure 2 : Age d'apparition des premiers symptémes chez les schizophrénes en fonction du

genre. Issu de Hafner et al., 1993; Stevens, 2002.

Les hommes et les femmes ne sont donc pas égaux face a la schizophrénie, en effet il existe
des différences développementales liées au genre, et des différences psychosociales (ex :

davantage de consommation de drogues chez les hommes (Seeman, 2019)).

1.2.2 Age d'apparition

La schizophrénie se déclare le plus souvent a I'adolescence, entre 15 et 25 ans. Cette
période s'étire jusqu'a 35 ans pour les femmes. La schizophrénie débute souvent sous une
forme atténuée, avec des symptdmes négatifs et cognitifs comme un retrait social et un
déclin cognitif. Ces premiers symptémes peuvent précéder de plusieurs années 'apparition

de symptomes positifs (Fusar-Poli et al., 2012; Krebs, 2020).

Définir I'age d'apparition de la maladie n'est donc pas évident. La premiére hospitalisation
est un critere utilisé pour définir cet age, mais elle est influencée par le type de symptémes.
L'apparition de bouffées délirantes ou d'un comportement agressif est synonyme

d’hospitalisations quasi systématiques, alors que les troubles cognitifs ou les symptdémes
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dépressifs apparaissent de maniere plus insidieuse et le délai entre les premiéres
observations des proches et I'hospitalisation peut étre de plusieurs années. Ce moment de
premiére hospitalisation est également modulé par la capacité des proches a détecter les
symptémes et a les considérer comme tels (Delisi, 1992). Une phase prodromique?® est
parfois détectable chez des enfants, cependant les ratio d’évolution vers une schizophrénie
avérée apres avoir détecté ces symptdmes précoces ne dépassent pas 50% (Broome et al.,
2005).

1.2.3 Risques de suicide

Les patients atteints de schizophrénie se distinguent de la population par un risque de mort
prématurée 3,7 fois plus important que la population générale et leur espérance de vie est
diminuée de 16 ans pour les femmes et de 19 ans pour les hommes en comparaison avec
la population générale. Les suicides sont en grande partie responsables de ces chiffres.
Dans la population mondiale, le taux de suicide est de 11,4 pour 100 000 personnes, avec
des disparités entre les pays, le moins touché étant I'Arabie Saoudite avec un taux de 0,4
et le plus touché le Guyana avec un taux de 44,2 (OMS, 2014). Globalement, le taux de
suicide chez les schizophrénes est d’environ 5% (Hor & Taylor, 2010; Palmer et al., 2005).
Le risque de suicide augmente lorsque qu’une tentative a déja échoué. Le taux de tentatives
de suicide chez les schizophrénes est de 1,9% a Taiwan (taux le plus bas) et de 55,1% aux
Etats Unis (taux le plus élevé). De nombreux facteurs influent sur le risque de tentative de
suicide. Les symptdmes dépressifs, une histoire familiale de suicide, les hospitalisations
multiples, la consommation de drogue et des symptomes psychotiques plus séveres sont
des facteurs augmentant le risque de tentative de suicide chez les schizophrenes. La méta-
analyse de Lu et al. en 2019 a montré un taux de tentatives de suicide global de 26,8%.
Lors de la phase prodromique le taux est de 7,5%, et le moment du déclenchement de la
maladie est le plus propice aux suicides avec un taux de 45,9%.

3 Dans le cadre de la schizophrénie, une phase prodromique se caractérise par des symptdomes moins
intenses, moins fréquents et / ou moins durables que lorsque la pathologie est établie. Ces symptédmes sont
peu spécifiques (changement de comportement et d’intérét, retrait social, arrét des activités habituelles, idées
étranges comme le sentiment de télépathie, idées de persécution ou encore préoccupations mystiques ou
philosophiques marquées, perceptions altérées...) et ils sont associés a des difficultés cognitives (Krebs,
2020).
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La Figure 3 montre I'hétérogénéité observée entre les études et un taux de suicide plus
élevé lors du déclenchement de la maladie.

%

Study ES (95% Cl) Weight
One year (2)

Lee et al, 2012 0.02 (0.01,0.03) 2.99
Tang et al, 2007 —— 0.08 (0.05, 0.10) 2.97
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One month (2)

Malandain et al, 2018 - 0.02 (0.02,0.03) 2.99
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Subtotal 0 0.03(0.02,0.03) 5.96
Lifetime (28)

Kebede et al, 2003
Ndetei et al, 2013
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——
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——

0.05(0.02,0.09) 2.91
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—t—.—
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Jakhar et al, 2017
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Polsinelli et al, 2013

Radomsky et al, 1999 0.27 (0.23,0.32) 297
Ran et al, 2004 0.28 (0.20,0.36) 2.90
Harkavy-Friedman et al, 1999 0.31(0.23,0.41) 2.87
Tamminga et al, 2013
Finseth et al, 2014
De Luca et al, 2005
Limosin et al, 2007
Uzun et al, 2009
Hung et al, 2011
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|
|
|
|
'
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]
|
|
|
)
|
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—_—
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e 0.40 (0.30, 0.50) 2.86
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Fuller-Thomson et al, 2016
Dixon et al, 1999

Fulginiti et al, 2016 —— 0.49 (0.41,0.57) 291
Tremeau et al, 2005 —p— 0.50 (0.42,0.58) 2.91
Kao et al, 2012 —_—— 0.51(0.41,061) 2.86
Roy et al, 1984 —_—— 0.55(0.46, 0.64) 2.89
Subtotal (1*2 = 97.03%, p<0.001) o 0.27 (0.22,0.32) 82.18
|
From onset (2% '
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Figure 3 : Prévalence des tentatives de suicide chez les schizophrénes, durant un an, un
mois, la totalité de la vie et au moment du déclenchement de la maladie. Les Odds ratio
sont calculés pour chaque étude et leur intervalle de confiance (95%) est indiqué par les
lignes horizontales. La ligne verticale en pointillés représente une absence de risque plus
élevé pour les schizophrénes, a gauche de cette ligne une diminution du risque et a droite
une augmentation du risque de suicide chez les schizophrénes. Issu de Lu et al., 2019.
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1.2.4 Les types de schizophrénies

La schizophrénie se manifeste par des symptdomes divers qui présentent une grande
variabilité entre les patients (Harding, 1988). Les psychiatres se basent sur différents outils
pour établir le diagnostic de schizophrénie. Le DSM recense les troubles mentaux, leurs
symptémes, et les criteres de nombre, de gravité, de durée de ces symptdémes nécessaires
pour poser le diagnostic. La derniere version en date de ce manuel est le DSM-V publié en
2013. La définition de la schizophrénie y est modifiée par rapport a la version précédente
datant de 2000 (De Beaurepaire, 2014). Les symptomes caractéristiques évoluent peu entre
les deux versions du DSM, a lI'exception de la précision dans le DSM V portant sur
I'obligation d’observer au moins 'un des symptémes suivants : délires, hallucinations ou
discours désorganise, ce qui n’était pas nécessaire pour poser le diagnostic dans le DSM
IV, l'identification d’une catatonie et de symptémes négatifs pouvant suffire. Une note était
ajoutée dans le DSM |V sur des symptémes précis pouvant suffirent en eux-mémes a poser

le diagnostic (voir Figure 4).

Dans le DSM 1V, la catégorie de la schizophrénie s’intitule « Schizophrenia and other
psychotic disorders », le terme « spectrum » a été ajouté dans le DSM V « Schizophrenia
spectrum and other psychotic disorders » (voir Figure 4), attestant de la préoccupation
grandissante de prendre en compte I'hétérogénéité de cette pathologie (Center for
Behavioral Health Statistics and Quality, 2016). La schizophrénie fait partie de la catégorie
qui inclut également la schizotypie, le trouble délirant, le trouble psychotique bref, et le

trouble schizophréniforme.
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DSM-IV
Disorder Class: Schizophrenia and Other Psychotic

Disorders

A. Characteristic symptoms: Two (or more) of the
following. each present for a significant portion of time

during a 1-month period (or less if successfully treated):

DSM-5

Disorder Class: Schizophrenia Spectrum and Other
Psychotic Disorders

A. Two (or more) of the following, each present for a
significant portion of time during a 1-month period (or
less if successfully treated). At least one of these must

be (1). (2), or (3):
1. delusions
2. hallucinations
3. disorganized speech (e.g., frequent derailment or 1-4. SAME
incoherence)
4. grossly disorganized or catatonic behavior

5. negative symptoms (1... affective flattenmg, alogia, or 5. Negative symptoms (1.€.. diminished emotional

avolition) expression or avolition).

Note: Only one Criterion A symptom is required if delusions
are bizarre or hallucinations consist of a voice keeping up a
running commentary on the person’s behavior or thoughts,
or two or more voices conversing with each other.

Figure 4 : Comparaison des DSM IV et V sur le premier critére de diagnostic : les symptémes

caracteristiques. Issu du Center for Behavioral Health Statistics and Quality, 2016.

La classification de la schizophrénie, ou des schizophrénies, fait I'objet de réflexions
actuelles sous-tendues par les avancées du monde scientifique que ce soit sur les plans
clinique et / ou préclinique. La mise en évidence de cette variabilité entre les patients est
ancienne ; Bleuler, dans son traité qui décrit la pathologie en 1911, mettait déja 'accent sur
la variabilité des symptomes et la difficulté de classer les patients dans une ou plusieurs
catégories (Bleuler, 1911). En 1988, le professeur en psychiatrie Harding a également
abordé ce sujet dans une revue (Harding, 1988). Plus récemment, le professeur Dollfus
dans son ouvrage intitulé « Les schizophrénies », ne considére pas la schizophrénie comme

une maladie unique mais comme un groupe d’affections mentales (Dollfus, 2019).



1. Introduction
1.3 L'étiologie

Bien que de nombreux facteurs aient été montrés comme jouant un réle dans la pathogénie

de la schizophrénie (voir Figure 5), son étiologie exacte est encore a présent inconnue.

/ CNV commun \

= 1% variation génomique

Infections

Carences

Complications obstétriques
Stress de la mére

Saison de naissance

a

Duplication

%2

<

| Enjambement
inégal

\

Délétion

N\

Schizophrénie

Milieu urbain
Traumatismes
physiques/psychologiques
Migrations

>

CNV rare
ex : micro délétion 22q11.2

' / SNP \

= 90% variation génomique

Consommation de drogues

o /

Figure 5 : Vue générale des facteurs environnementaux et génétiques impliqués dans la

schizophrénie. A gauche, les facteurs environnementaux avec de haut en bas [l'4ge
périnatal, I'enfance et 'adolescence. A droite, les modifications génétiques avec de haut en
bas les « Copy Number Variant » (CNV) communs puis rares (associés a la pathologie au
travers des études d’hybridation génomique comparatives) et les « Single Nucleotide
Polymorphisme » (SNP) (associés a la schizophrénie via les études GWAS pour « Genome-

Wide Association Studies »).
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1.3.1 Prévalences génétiques

L’étude du lien entre les génes et la schizophrénie a débuté par le constat que la pathologie
était retrouvée plus fréquemment chez les membres d’'une méme famille (voir Figure 6)
(Schultz et al., 2007). Des études réalisées sur des jumeaux ont pu étayer cette hypothése
en différenciant I'apport génétique de I'apport environnemental avec des individus élevés
par leur famille biologique et leurs jumeaux adoptés (Tsuang et al., 1999). Avoir un cousin
germain touché par la maladie induit un risque d’étre touché de 2%, alors que si c’est un
jumeau homozygote, le risque est de 49%, ce qui démontre une part génétique évidente
mais également une part environnementale puisque le risque n’est pas de 100% en ayant

un jumeau homozygote atteint de la maladie (voir Figure 6, Gottesman, 1991).

General population § 1%
B 12.5% First cousins
3rd d
gt g Uncles / Aunts
relatives
Nephews [ Nieces
B 25% Grandchildren
2nd degree
Feintin e Half siblings
Parents
B 50% Siblings
Int degree Children
relatives
Fraternal twins _ 17%
B 100% Identical twins | 48%
| | | |
0 10 20 0 40 50
Genes shared Relationship to Risk of developing schizophrenia

person with
schizophrenia

Figure 6 : Risque de développer une schizophrénie en fonction de la quantité de génes
partagés. Issu de Gottesman, 1991.

La part génétique de cette pathologie étant démontrée, de nombreuses études ont tenté de
définir précisément quels éléments du génome étaient impliqués. Pour cela, des études
pangénomiques d’association GWAS (« Genome-Wide Association Study ») et des études
d’hybridation génomique comparative ou CGH array (« Comparative Genomic Hybridation

array ») ont été mises en ceuvre pour identifier respectivement des loci porteurs de SNP
11
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(« Single Nucleotide Polymorphisme ») et de CNV (« Copy Number Variant »). Le nombre
de ces variations génétiques est accru chez les schizophrenes (International Schizophrenia
Consortium, 2009; Smeland et al., 2020), ainsi que la présence de CNV de novo (qui n'ont
pas été transmis) (Vorstman et al., 2018; Xu et al., 2008). De plus, certains CNV rares sont
hautement associés a la schizophrénie, c'est par exemple le cas de la micro-délétion
22911.2 qui augmente d’environ 20 fois le risque de schizophrénie (Bassett et al., 2017;
Cleynen et al., 2020; McDonald-McGinn et al., 2017).

A I'heure actuelle, il existe de nombreux genes identifiés comme augmentant le risque de
développer la pathologie, cependant aucun gene n’est identifié comme systématiquement

présent chez les patients schizophrénes.

Les études épidémiologiques tentent d’établir des liens directs entre symptoémes et génes.
Cependant, définir un symptédme n’est pas aisé et plusieurs facteurs peuvent faire évoluer
ses définitions (différentes versions du DSM, variabilité inter-cliniciens, différents types de

questionnaire).

Malgré I'hétérogénéité des observations faites sur la prévalence génétique de la
schizophrénie, certaines grandes lignes peuvent en étre tirées. En effet, de nombreux génes
de vulnérabilité qui ont été mis en évidence ont une action sur les récepteurs NMDA, ce qui
sous-tend une implication du systeme de neurotransmission glutamatergique dans cette
pathologie (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomic, 2014). Cette
hypothése va étre étayée par d’autres approches comme l'imagerie et I'histologie (Balu,
2016).

Parmi les génes identifiés dans les études GWAS, certains sont impliqués dans la
production de facteurs de croissance, les mécanismes d’inflammation, la modulation du
rythme circadien, mais également dans certains systémes de neurotransmission comme les
systemes dopaminergique, glutamatergique, sérotoninergique et GABAergique
(Polygenicpathways, 2011). Des genes codants pour larchitecture neuronale sont
également impliqués, comme le gene MAP6 (Shimizu et al., 2006) qui code pour la
stabilisation des microtubules et joue un rdéle dans la plasticité synaptique et le
développement cérébral (Deloulme et al., 2015). Le géne permettant d’encoder la synthése
de la serine racémase (enzyme impliquée dans la transmission glutamatergique) a
€galement été associé a une légére augmentation du risque de schizophrénie
(Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomic, 2014). Le géne codant pour la
sous-unité alpha7 du récepteur nicotinique (chromosome 15q13-14) serait par ailleurs

12
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impliqué dans le défaut d’inhibition neuronale (défaut d’inhibition de I'onde P50* des
potentiels évoqués auditifs (Houy & Thibaut, 2007) ou comportementale (inhibition du
réflexe de sursaut) (Callahan et al., 2014; Freedman et al., 2001; Li et al., 2019; Potasiewicz
et al., 2017).

1.3.2 Facteurs environnementaux

De nombreux facteurs de risque environnementaux, décrits ci-aprés, ont été démontrés lors
d’études épidémiologiques. Une part importante de ces risques est centrée sur le stress in
utero, périnatal, ou durant la petite enfance. Ces facteurs de risques comprennent des
atteintes directes du foetus ou du bébé (infection prénatale, carences nutritionnelles,
complications obstétriques, comme I'’hypoxie par exemple) mais aussi de la mére (stress de
la mere via différents facteurs : décés du pere, guerre, inondations etc.) (Debnath et al.,
2015). Il existe également des facteurs de risque au moment de I'enfance et de
I'adolescence (abus physiques ou sexuels, vie en milieu urbain, migration, consommation
de drogues) (Davies et al., 2020; Maki et al., 2005; Stilo & Murray, 2019).

1.3.2.1 Facteurs environnementaux prénataux

Dans une revue de la littérature publiée en 2015, Debnath et al. décrivent les facteurs de
risque prénataux associés a la schizophrénie (Debnath et al., 2015). lls y sont séparés en
deux groupes, les facteurs endogénes et les facteurs exogénes. La Figure 7 résume
'ensemble de ces facteurs en les associant a certains mécanismes impliqués dans la

schizophrénie.

4 Parameétre de l'inhibition sensorielle mesuré avec un EEG. Deux stimuli auditifs identiques (le premier étant
le stimulus conditionnant et le second le stimulus test) sont diffusés a un intervalle d’environ 500ms, la réponse
électrique sous forme d’'un potentiel évoqué s’obtient 40 & 80ms aprés chaque stimulus (d’ou I'appellation
onde P50, pour environ 50ms apreés la stimulation). L'amplitude des deux réponses est mesurée et un ratio
est calculé : amplitude stimulus test / amplitude stimulus conditionnant. Chez les sujets sains ce ratio est d’au
moins 50%, I'amplitude de la réponse au stimulus test étant plus faible que celle de la réponse au stimulus

conditionnant, révélant un filtrage sensoriel (Houy & Thibaut, 2007).
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Figure 7 : Facteurs exogénes et endogenes de risque périnataux associés a la
schizophrénie, mécanismes impliqués et modulation génétique et épigénétique. MIA :
« Maternal Immune Activation » ; HPA: «hypothalamic-pituitary-adrenocortical » ;
TRYCAT : « TRYptophan CATabolites ». Adaptée de Debnath et al., 2015.

Les facteurs endogenes comprennent :

Les complications obstétricales : qui peuvent étre un retard de croissance feetale (indiqué

par un poids, une circonférence du crane, ou une taille plus faible que la moyenne a la
naissance) et / ou une hypoxie (dont le risque est modulé par des genes également
impliqués dans la schizophrénie) (Afe et al., 2019; Korovaitseva et al., 2019; Lipner et al.,
2020; Pugliese et al., 2019; Wortinger et al., 2019).

Les altérations du microbiote du systéme gastro-intestinal : la colonisation du systeme

gastro-intestinal par des microorganismes est un processus évolutif qui influence de
nombreuses autres fonctions (homéostasie, angiogenése, fonction immunitaire,
développement du systeme nerveux central), particulierement durant la vie foetale (Heiss &
Olofsson, 2019; Hillemacher et al., 2018).
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La composition du placenta : une perturbation des apports nutritionnels et hormonaux via le

placenta peut étre délétére pour le développement du systéme nerveux central du feetus.
Un déficit de la conversion du tryptophane en sérotonine par le placenta (Goeden et al.,
2016) peut mener a des altérations du systeme sérotoninergique, avec une altération de
certains faisceaux d’axones, des mécanismes de division cellulaire et de I'organisation en

couches du néocortex (Tsukada et al., 2019).

Le systéme endocrinien : une concentration anormale d’hormones pendant des fenétres

temporelles critiques de 'embryogenése peut étre tératogéne. Un diabéte maternel peut
induire une hyperglycémie foetale, ce qui peut entrainer une hypoxie tissulaire (Hornberger,
2006), une légére inflammation chronique (Pantham et al., 2015) et une augmentation du
stress oxydatif, avec de possibles conséquences en terme daltérations

neurodéveloppementales (Guest & Guest, 2018).

Les facteurs exogénes comprennent :

La présence d’agents neurotoxiques ou tératogénes : les polluants organiques persistants,

les métaux lourds, les radiations ionisantes, la consommation de tabac (Hunter et al., 2020),
de cocaine, d’alcool par la mére (Bodnar et al., 2018, 2020) peuvent affecter le
développement précoce du cerveau du feetus. De plus, des travaux ont montré qu’une
exposition prénatale au plomb augmentait le risque de schizophrénie (Kponee-Shovein et
al., 2020), et il en va de méme pour une exposition a des antalgiques de type aspirine durant
la grossesse (Gunawardana et al., 2011; Sgrensen et al., 2004).

La malnutrition prénatale : une malnutrition prénatale entraine des déficits du

développement cérébral a long terme et un risque plus élevé de schizophrénie (Susser et
al., 2008). La malnutrition prénatale entraine aussi une diminution du volume intracranien,
que I'on peut observer chez les schizophrenes. Une carence en vitamines, particulierement
en vitamine D (qui influence le fonctionnement du systeme immunitaire (Van Etten &
Mathieu, 2005)°) a été également associée a une augmentation du risque de schizophrénie
(Lisi et al., 2020).

5 Le récepteur nucléaire a la vitamine D3 est exprimé par les cellules présentatrices d’antigenes et les

lymphocytes T activés.
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L’infection prénatale : une infection de la mére par certains pathogenes entraine une

réponse immunitaire inflammatoire qui induit un stress oxydatif pouvant conduire a des
anomalies neurodéveloppementales (Karlsson & Dalman, 2019). Certains agents infectieux
(Toxoplasma gondli, cytomégalovirus, rubéole, influenza, etc.) peuvent egalement traverser
le placenta et affecter directement le foetus en développement (Burgdorf et al., 2019;
Karlsson & Dalman, 2019; Kepinska et al., 2020; Lucchese et al., 2020; Torrey & Yolken,
2017).

Le stress prénatal : 'exposition a des hormones dont la sécrétion est accrue par I'induction

d’'un stress, peut contribuer a des déficits structurels et fonctionnels de I'hippocampe.
L’exposition a des glucocorticoides exogenes provenant de la mére, influence directement
le neurodéveloppement feetal, la plasticité cérébrale et I'axe hypothalamo-hypophyso-

corticosurrénalien (Ellman et al., 2019; Koenig et al., 2002).

L’age avancé du pére : ce facteur augmenterait le risque de développer une schizophrénie

de par l'augmentation constante avec I'dge du nombre de mutations de novo des
spermatozoides (Debnath et al., 2015; Kong et al., 2012). Cependant des résultats récents
contredisent ce point (Weiser et al., 2020). L’age avancé du pére semble étre également un
facteur qui augmente le risque de développer des troubles autistiques (Reichenberg et al.,
2012).

Le lieu de naissance et la saison de naissance ont également été montrés comme étant des
facteurs qui modulent le risque de schizophrénie. C’est le cas d’'une naissance en milieu
urbain ou le fait de vivre dans un milieu urbain qui augmentent le risque de schizophrénie
(Gasse et al., 2019; Solmi et al., 2020). Des études épidémiologiques ont également montré
que les patients schizophrénes naissent davantage en hiver que la population générale (10
a 15% de plus) (Ferreira et al., 2020; Verdoux, 2004). La saison de naissance est également
en lien étroit avec I'exposition aux facteurs de risque environnementaux (maladies
infectieuses, température, durée de la photopériode, apports nutritionnels, etc.) (Karlsson
et al., 2019; Szdke et al., 2019).
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1.3.2.2 Facteurs environnementaux postnataux

Les traumatismes se produisant durant I'enfance constituent un facteur de risque largement
étudié dans le cadre de la schizophrénie (Han et al., 2019; Kraan et al., 2015; McLaughlin
et al., 2020; Morgan & Fisher, 2007; Markved et al., 2020; Popovic et al., 2019; Read et al.,
2005). Ces traumatismes incluent des maltraitances physiques et psychologiques, des abus
sexuels durant 'enfance, un manque de figure parentale, un divorce, une consommation de
substance addictive par les parents et la pauvreté (Davis et al., 2016). L’évaluation des
traumatismes peut se faire par des questionnaires comme le CTQ (« Childhood Trauma
Questionnaire ») qui comprend 28 items portant sur les abus physiques, émotionnels et
sexuels, et la négligence physique et émotionnelle. Les participants répondent sur une
échelle de Likert a 5 points afin de différencier différents niveaux de sévérité, avec une
réponse pouvant varier de « jamais vrai » a « trés souvent vrai » (Bernstein et al., 1994). Ce
questionnaire peut étre accompagné d’'un entretien, et peut comprendre un item « fourre-
tout » dans lequel les participants peuvent décrire un autre type de maltraitance (Rosenman
& Rodgers, 2004) (voir Figure 8). Les traumatismes durant I'enfance les plus souvent
rapportés chez les schizophrénes sont la négligence émotionnelle et I'abus émotionnel®
(respectivement rapportés par 65 et 60% des schizophrénes), ainsi que la négligence
physique (40%), les abus sexuels (32%) et les abus physiques (25%) (Larsson et al., 2013).

6 Un abus émotionnel correspond a des agressons verbales pouvant altérer I'estime de soi ou le bien étre d’un
enfant, mais aussi a tout comportement humiliant, dégradant ou insultant de la part d’'une personne adulte

vers un enfant (Etain et al., 2010).
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Factor
Item? Loading
Factor I: Physical and emotional abuse (23 items)
People in my family hit me so hard that it left me
with bruises or marks. 0.75
The punishments I received seemed cruel. 0.73
I was punished with a belt, a board, a cord, or some
other hard object. 0.68
Someone in my family yelled and screamed at me. 0.68
People in my family said hurtful or insulting things
to me. 0.67
Factor II: Emotional neglect (16 items)
I felt like there was someone in my family who
wanted me to be a success. 0.74
There was someone in my family who helped me feel
that I was important or special. 0.73
My family was a source of strength and support 0.67
People in my family felt close to each other. 0.67
Someone in my family believed in me. 0.66
Factor III: Sexual abuse (six items)
I believe that I was sexually abused. 0.88
Someone molested me. 0.88
Someone tried to make me do sexual things or watch
sexual things. 0.86
Someone tried to touch me in a sexual way or tried
to make me touch them. 0.84
Someone threatened to hurt me or tell lies about me
unless I did something sexual with them. 0.78
Factor IV: Physical neglect (11 items)
There was enough food in the house for everyone. 0.61
I lived in a group home or a foster home. 0.61
I had to wear dirty clothes. 0.59
I was living on the streets by the time I was a teen-
ager or even earlier. 0.51
I knew that there was someone to take care of me
and protect me.> 0.49

3Each item begins with the phrase “When | was growing up,” and is
rated on a S-point Likert-type scale. Response options are “never
true,” “rarely true,” “sometimes true,” “often true,” and “very often
true.”

bReverse-coded item.

Figure 8 : Items du CTQ. Chaque item est associé a un coefficient de corrélation (« factor
loading ») indiquant la force du lien entre ce facteur et la pathologie étudiée. Issu de
Bernstein et al., 1994.
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Les traumatismes durant I'enfance ont été associés a des troubles de mémoire,
d’apprentissage et d’attention (Alameda et al., 2015; Lupien et al., 2009; Majer et al., 2010).
Popovic et al. (2019) proposent trois voies pathophysiologiques possibles entre les
traumatismes durant I'enfance, considérés comme un stress environnemental, et la
schizophrénie (Popovic et al., 2019). La premiére se base sur I'effet neurobiologique du
stress qui active I'axe hypothalamo-hypophyso-corticosurrénalien qui, a son tour, stimulerait
le systéme de neurotransmission dopaminergique (McEwen et al.,, 1986), largement
impliqué dans la schizophrénie. La seconde voie porte sur une prévalence génétique qui
augmenterait la sensibilité au stress. La présence de certains génes (COMT” (Green et al.,
2014), FKBP58 (Green et al., 2015), 5-HTTLPR?® (Aas et al., 2012), efc.) modulerait en effet
la réponse a un traumatisme durant I'enfance ainsi que lintensité des symptdmes
schizophréniques (Popovic et al., 2019). La derniére voie porte sur la régulation
épigénétique, puisqu’un stress environnemental peut mener a une hypo-méthylation de
I’ADN et a une altération de certaines histones, ce qui perturberait I'expression de certains

genes (voir Figure 9).

7 Catechol-O-methyltransferase
8 FK506 binding protein 5
9 promoter region of the SLC6A4/5-HTT serotonin transporter
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Neurobiological pathway Genetic pathway Epigenetic pathway

Dy : DA N COMT genotype, Met carriers, FKBP5 = T A
10!
egulation of axis an : 5 PR vaxi BDNF ypomethylation of repetitive D]
signaling sequences, increased HDAC] levels
Val66Met polymorphism

GM reduction in hippocampal, GM reduction in prefrontal,
GM reduction in hippocampal area
prefrontal, temporal, parietal regions hippocampal regions

Disorganization, working memory

e Cognitive deficits, negative symptoms, Working memory impairment, deficit of
impairment, low treatment outcome,

affective symptoms ulse mhibition
attention deficits, TOM impairment s ki

FIGURE 1 | The figure contains a general outline of the three main pathophysiological pathways between childhood trauma and schizophrenic symptoms. These
pathways are meant to illustrate the pathological cascade ranging from molecular and (epi-) genetic abnormalities to neuroanatomical changes and eventually to the
development of disorder-related symptoms. HPA, hypothalamic—pituitary-adrenal axis; BDNF, brain-derived neurotrophic factor; COMT,
catechol-O-methyltransferase; FKBP5, FK506 binding protein 5; 5-HTTLPR, serotonin-transporter-linked polymorphic region; HDAC1, histone deacetylase 1; TOM,
theory of mind.

Figure 9 : Voies pathophysiologiques reliant les traumatismes durant l'enfance et la

schizophrénie GM : « Grey Matter ». Issu de Popovic et al., 2019.

Par ces trois voies, les traumatismes durant I'enfance méneraient notamment a des troubles

cognitifs corrélés a une diminution du volume hippocampique (Popovic et al., 2019).

1.3.2.3 Facteurs environnementaux tardifs

1.3.2.3.1 Consommation de drogues

Une corrélation entre schizophrénie et consommation de drogue (tabac, alcool, cannabis,
stimulants, opiacés, sédatifs, ecstasy, hallucinogénes, efc.) a été largement montrée
(Andréasson et al., 1987; Caponneto et al., 2020; Chen et al., 2003; Gayer-Anderson et al.,
2020; Hughes et al., 1986; Jones et al., 2020; Murrie et al., 2020; Olayinka et al., 2020).
Cependant, un lien de causalité entre la consommation de ces différentes drogues et la
schizophrénie n’est pas avérée. En effet, selon certains auteurs, la consommation de
drogue, notamment le tabac et le cannabis, pourrait étre liée a une forme d’automédication
de la part des schizophrénes, qui leur permettrait d’atténuer certains de leurs symptdémes
(Quigley & MacCabe, 2019; Van Dijk et al., 2012). L’arrét de la consommation de tabac chez
les schizophrénes est souvent difficile, notamment a cause de leur peur de voir augmenter
les symptdmes négatifs (Castle et al., 2019)). Quattrone et al. montrent d’'une part que la

durée de consommation de cannabis est corrélée avec une augmentation de l'intensité des
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symptomes positifs, d’autre part qu’'une consommation importante de cannabis est associée
a une diminution de l'intensité des symptoémes négatifs chez des patients présentant un
premier épisode de psychose (Quattrone et al., 2020). Des études avancent également
'hypothése d’une relation de causalité bidirectionnelle entre consommation de drogues
(notamment tabac, cannabis et alcool) et schizophrénie (Quigley & MacCabe, 2019). Un
support génétigue commun expliquerait cette relation (Evangelou et al., 2019), ainsi que
des modifications épigénétiques. Ce dernier point a été avance suite a des études cliniques
(Smith et al., 2020) ainsi que des résultats précliniques, notamment ceux d’une étude
montrant une diminution de la méthylation dans I'hippocampe et le cortex frontal chez des
souris dont la mére avait recu de la nicotine durant la gestation (Buck et al., 2020). D’autres
études soutiennent I'hypothése qu’une consommation d’alcool, de tabac ou de cannabis
sont des facteurs de risque de la schizophrénie (Beaudoin et al., 2020; Gogos et al., 2019;
Takeuchi et al., 2020).

Dans sa revue, Volkow et al. (2009) rapportent une grande variabilité des taux de
consommation de drogue chez les schizophrénes. Par exemple, concernant le cannabis,
les schizophrenes sont entre 17 et 80,3% a avoir consommé du cannabis durant le dernier
mois, ce qui est supérieur aux chiffres observés dans la population générale, qui sont
compris entre 5,8 et 16,4%. Bien que le cannabis soit souvent ciblé dans les études sur la
schizophrénie, les consommations de nicotine et d’alcool sont également beaucoup plus
élevées dans cette population de malades en comparaison avec la population générale
(Volkow, 2009). Le pourcentage de fumeurs est de 25,6% dans la population générale alors

qu’il atteint 60 a 90% dans la population des schizophrénes (voir Tableau 1).
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Tableau 1 : Comparaison des taux de consommation de 4 substances différentes (nicotine,
cannabis, alcool, cocaine) a travers plusieurs études entre des patients schizophrénes et la

population générale. Issu de Volkow, 2009.

Schizophrenia Patients General Adult Population
Reported DSM-IV Rate of Use

Reported Rate of Abuse or Dependence (Past month for ages DSM-IV
Abused Use (Range From (Range From Various 18 or older) (NSUDH) Dependence
Substance Various Studies) Studies) (SAMHSA 2008) in Past Year
Nicotine 60%-907% 28.5%°° 25.9% 12.8%
Cannabis 17%80.3%5 1% 50.8%" 5.8%—16.4% 0.5%'12
Alcohol 21%-86%5 113 43.1%65%5"¢ 2.9%-17.9%° 51912
Cocaine — 230,16 0.7%1.7% 0.09%!"-12

Note: Prevalence ranges are merely intended to illustrate the consistency of the trend in this population because they represent diverse
sampling methods among studies done with different adult populations and measures of abuse. The average rates of use and abuse or
dependence in the general adult population were derived from the 2007 National Survey on Drug Use and Health'” and secondary
analyses of the 2000-2002 National Epidemiologic Survey on Alcohol and Related Conditions'"'? and are not intended to provide control
baselines but as expedient markers for general comparison. DSM-IV, Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (Fourth
Edition); NSUDH, National Survey on Drug Use & health; SAMHSA, Substance Abuse and Mental Health Services Administration.
*Current daily smokers.

PBased on a calculated odds ratio of 2.8 higher than in controls.

“Past month.

dAlcohol misuse, abuse, or disorder.

“Heavy use.

'Stimulants.

Dans la revue de Nielsen et al. (2017) s’intéressant au lien entre consommation de drogues
et schizophrénie, c’est la consommation de cannabis qui présente I'association la plus
élevée avec la schizophrénie, suivie par celle d’alcool. Quelle que soit la drogue étudiée,
apres ajustement des valeurs par de nombreuses variables environnementales et a
I'exception de la cocaine, une consommation entraine une augmentation significative du
risque relatif de présenter une schizophrénie. Dans cette étude, il ressort que le genre n'a
pas d’'impact sur le risque de schizophrénie associé a la consommation de drogue (Nielsen
et al., 2017).

En conclusion, bien que le lien entre consommation de cannabis et schizophrénie ait été
mis en évidence dans plusieurs études, le lien de causalité n’est pas encore clairement
déemontré (Arseneault et al., 2002; Dervaux et al., 2003; Di Forti et al., 2019; Rubino &
Parolaro, 2014).

1.3.2.3.2 Migrations et facteurs sociaux

Les phénomenes migratoires de populations représentent un autre facteur qui augmente le
risque de développer une schizophrénie. Une méta-analyse de Selten et al. en 2020 montre

un risque relatif autour de 2 pour les individus qui subissent une migration, ce qu’il signifie
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qu’ils ont deux fois plus de risque d’étre schizophrénes que la population globale. Plusieurs
facteurs viennent moduler ce risque relatif, comme la couleur de peau, le pays de
destination, le pays d’arrivée ou encore le niveau de développement du pays d’origine. Les
individus a la peau noire présentent un risque relatif de 4,19 alors que ceux ayant la peau
blanche ont un risque relatif de seulement 1,65. Les migrants issus d’un pays développé
ont un risque relatif plus élevé que ceux issus d’'un pays en voie de développement
(respectivement 2,54 et 1,66). Le risque relatif est trés similaire pour les hommes et les
femmes (respectivement 2,25 et 2,26). Les personnes qui migrent ont donc un risque relatif
global de 2,55 mais leurs enfants ont également davantage de risques d’étre schizophrenes
par rapport a la population globale avec un risque relatif de 1,78 (Selten et al., 2019). Pour
expliquer cet impact de la migration sur le risque de schizophrénie, ainsi que sa modulation
par des facteurs comme la couleur de peau, I'hypothése privilégiée est que tout
désavantage social induit une augmentation du risque de schizophrénie. L’appartenance a
une classe sociale minoritaire (couleur de peau, religion, sexualité, efc.) induit un
désavantage social qui se traduit par une augmentation de la transmission dopaminergique
en réponse au stress (Selten et al., 2019).

1.3.3 Facteurs épigénétiques

L’épigénétique est « I'étude des changements dans l'activité des génes, n'impliquant pas
de modification de la séquence d’ADN et pouvant étre transmis lors des divisions cellulaires
» (Bourc’his, 2015). Plusieurs mécanismes sont impliqués, notamment la méthylation des
histones qui modifie I'état de condensation de la chromatine ce qui module I'activation de la

transcription des genes.

Comme mentionné précédemment, I'étiologie précise de la schizophrénie est encore
actuellement inconnue, malgré la mise en évidence de prévalences génétiques et de
facteurs de risque environnementaux. Des études s’accordent sur I’hypothése d’une origine
multifactorielle de la schizophrénie, avec une base génétique rendant I'individu vulnérable,
a laquelle s’ajoutent des facteurs environnementaux précoces puis tardifs, qui
déclencheraient I'apparition de la maladie (Ellenbroek, 2003; Fusar-Poli et al., 2017; Millan
et al., 2016) (voir Figure 10 et Figure 11).
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Early
Environmental
Factors

Genetic Schizophrenia

Factors

Late
Environmental
Factors

Figure 10 : Schéma illustrant 'hypothése d’une origine multifactorielle de la schizophrénie
avec la présence initiale de facteurs génétiques auxquels viendraient se cumuler des
facteurs environnementaux précoces, puis tardifs, aboutissant in fine au développement de

la pathologie. Issu de Ellenbroek, 2003.
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Figure 11 : Schéma d'un modéle d'apparition et de progression de la schizophrénie utilisant
3 facteurs. UHR : « ultra high-risk ». Issu de Fusar-Poli et al., 2017, adapté de Millan et al.,
2016.

L’étude des mécanismes épigénétiques est un champ intéressant dans la recherche de
I'étiologie de la schizophrénie (Latusz & Mackowiak, 2020; Tao et al., 2020). Une revue de
Misiak et al. (Misiak et al., 2018) a utilisé les données de 51 études s’intéressant a
'association de genes candidats et de facteurs environnementaux. Dans cette revue, le
facteur environnemental le plus représenté est le traumatisme durant I'enfance (15,6% des
études). Ce facteur de risque est également largement étudié dans le cadre de la

schizophrénie (Baudin, 2018; Cancel, 2018), ce qui est également le cas de l'usage de
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cannabis (39,2% des études dans la revue de Misiak et al.) (Manson, 2005; Tiziana Rubino
& Parolaro, 2016).

Des modulations des mécanismes épigénétiques, par exemple au niveau de la méthylation
de régions non codantes de ’ADN, ou encore de I'état de condensation de la chromatine,
ont également été mises en évidence chez les schizophrénes (Gusev et al., 2019;
Mendizabal et al., 2019).

1.4 Les symptomes comportementaux (triade)

Les principaux symptdmes de la schizophrénie se classent couramment en 3 types : les
symptémes positifs, négatifs et les déficits cognitifs.

La distinction positif-négatif a été décrite par Jackson en 1875 (Jackson, 1875) au sujet de
plusieurs pathologies comme [I'épilepsie, l'aphasie ou encore les pathologies
cérébrovasculaires. Il décrit les symptdomes négatifs comme une paralysie des fonctions
nerveuses (« hors de combat ») et les symptdémes positifs comme un mécanisme de

compensation des symptémes négatifs. Ainsi, I'un ne peut exister sans l'autre.

Ce concept réapparait avec De Clérembault en 1942 (De Clérambault, 1942). Il décrit les
symptdmes négatifs comme résultants de phénoménes inhibiteurs et s’observant par un
retrait social, une perplexité, un déficit d’attention. Les symptémes positifs sont décrits
comme indépendants des symptomes négatifs et s’apparentant a des phénomeénes
d’intrusions (irruptions de pensées non controlée). lls s‘observent via les hallucinations et
les idées délirantes (Berrios, 1985). Cette derniére description se rapproche beaucoup de
celles utilisées actuellement. Bleuler, en 1911 a décrit des symptémes fondamentaux et
accessoires comprenant certains éléments associés ensuite aux symptémes négatifs (ex :
négativisme'?, abétissement affectif, aboulie) et aux symptomes positifs (idées délirantes,
stéréotypies, délire hallucinatoire) (Bleuler, 1911). Concernant les symptémes cognitifs,
Bleuler en décrivait déja certains dans « Dementia Praecox ou Groupe des schizophrénies »
en 1911. Bien que la classification utilisée par Bleuler ne regroupe pas les symptomes
cognitifs dans une seule catégorie, la définition actuelle peut étre retrouvée dans son

ouvrage. Bleuler décrit ainsi des troubles des associations, observés généralement par le

10 « On rassemble sous le nom de négativisme une série de symptémes qui ont tous en commun le fait qu’'une
réaction dont on aurait pu attendre qu’elle ait un sens positif se déroule dans un sens négatif : les malades ne
veulent rien faire de ce qu’'on attend d’eux (négativisme passif), ou bien ils font le contraire, ou du moins

quelque chose d’autre (négativisme actif). » (Bleuler, 1911)
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langage ; il décrit également des troubles de l'attention et un manque d’adaptabilité. Les
déficits de mémoire apparaissent moins clairement puisqu’il distingue la schizophrénie des
psychoses organiques par I'absence de « trouble direct de la mémoire », tout en décrivant
'observation d’hypermnésie semblable aux symptémes observés chez les autistes atteints
du syndrome d’Asperger. Ces symptébmes cognitifs sont classés dans les symptdmes
fondamentaux, qui sont constitués des troubles des associations et de 'affectivité et qui sont
absents d’autres pathologies. Dans les symptémes accessoires, plus visibles et plus a
méme de conduire a une hospitalisation, Bleuler décrit des troubles de la mémoire qui vont
des réminiscences imposées (qu'il relie aux hallucinations) a des lacunes, voire des
amnésies pouvant étre antérogrades. La variabilité inter et intra individuelle de ces
symptémes est mise en avant. Les troubles du langage peuvent étre reliés aux troubles de
la mémoire dans le sens ou les déficits cognitifs observés chez les patients sont souvent

des troubles de la mémoire sémantique, qui nécessite ces deux fonctions.

Ainsi, tous les symptémes considérés actuellement comme étant représentatifs de la

schizophrénie étaient décrits, parfois sous des formes différentes, par Bleuler.

Tout comme dans cet ouvrage, Le DSM ne classe pas les symptémes de la schizophrénie
selon ces trois catégories mais sous la forme de liste de symptémes, classés selon leur
importance. Concernant les études précliniques, la catégorisation en trois principales sous-
catégories est largement utilisée et fait 'objet d’'un consensus de vocabulaire, il est donc

utile de les décrire précisément ici.

Les symptdmes positifs et négatifs sont classiquement mesurés en clinique au moyen d’'une
échelle de quantification appelée PANSS (« Positive And Negative Syndrome Scale »). Elle

permet, encore aujourd’hui, de les détailler et les quantifier (Germain et al., 2019).
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1.4.1 Symptémes positifs

Les symptémes positifs décrits dans la PANSS en 1987 (Kay et al., 1987) sont :
- Délires
- Désorganisation de la pensée (« conceptual disorganisation »)
- Hallucinations
- Excitation

- Grandiloquence (« grandiosity ») qui peut étre associée aux « maniéres'! » décrites
par Bleuler dans la catégorie des symptdomes accessoires

- Meéfiance, comportements suspicieux
- Hostilité

En 1991, Andreasen et Flaum décrivent les mémes types de symptémes, parfois avec des
termes légérement différents (par exemple ils utilisent « les troubles de la pensée formelle »,
ce qui s’approche de la précédente définition de « désorganisation de la pensée ») en y

ajoutant certains éléments comme les comportements bizarres (Andreasen & Flaum, 1991).

1.4.2 Symptébmes négatifs :

Les symptémes négatifs décrits dans la PANSS en 1987 (Kay et al., 1987) sont :
- Emoussement affectif
- Retrait émotionnel
- Appauvrissement social
- Retrait social apathique passif
- Difficultés de la pensée abstraite
- Manque de fluidité et de débit de la conversation

- Pensées stéréotypées

" « Les maniéres sont des remaniements frappants d’actes ordinaires », il s’agit d’'un comportement artificiel,

non adapté a la situation. (Bleuler, 1911)
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En 1991, Andreasen et Flaum décrivent les symptémes négatifs de maniére similaire a la
PANSS, bien que les termes utilisés different Iégerement (par exemple I'« asociabilité » peut
étre comparée au « retrait social apathique passif » de la PANSS). Certains éléments sont
ajoutés comme la baisse d’attention et I'anhédonie (Andreasen & Flaum, 1991). Ces
symptémes ont un rble de plus en plus important dans le diagnostic de schizophrénie et leur

quantification doit s’améliorer avec I'utilisation de nouvelles échelles (Dollfus & Lyne, 2017).

1.4.3 Déficits cognitifs

Les déficits cognitifs sont responsables d’'une baisse importante de la qualité de vie des
patients schizophrénes. lls sont également un frein a la prise des traitements (Guo et al.,

2019). lls sont mesurés via différents tests psychométriques indiqués dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Principales fonctions cognitives altérées dans la schizophrénie et tests
psychométriques permettant de les mesurer.

Fonction Test Référence
Aphasie COWAT : "Controlled Oral Word Association Test" Benton & Hamscher, 1978
Langage WISC : "Wechsler Intelligence Scale for Children" Wechsler, 1974
Attention WAIS : "Wechsler Adult Intelligence Scale" Wechsler, 1991
CPT : "Continuous Performance Task" Cornblatt & Keilp, 1994
Mémoire verbale HVLT : "Hopkins Verbal Learning Test" Brandt & Benedict, 1991
Dextérité manuelle  Grooved pegboard test Lafayette Instrument Company, 1989
Mémoire de travail SDR : "Spatial Delayed Response" Lyons-Warren et al., 2004
Flexibilité mentale Wisconsin card sorting test Kongs et al., 2000

1.4.4 Autres symptébmes

De nombreux autres symptémes observés chez les schizophrénes ne sont pas classables
dans l'une ou l'autre de ces trois catégories. Il s’agit notamment des troubles
anxiodépressifs, des symptdomes agressifs, d’'une désorientation, d’un sentiment de
culpabilité, d’'un retard moteur, etc. La PANSS regroupe certains de ces symptémes dans
la catégorie « General Psychopathology Scale », voir Figure 12 (Kay et al., 1987).
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Individual scale tems

Positive Scale
Delusions
Conceptual disorganization
Hallucinatory behavior
Excitement
Grandiosity
Suspiclousness
Hostility
Scale total

Negative Scale
Blunted affect
Emotional withdrawal
Poor rappor
Passive-apathetic social withdrawal
Difficulty in abstract thinking
Lack of spontanelity & flow of conversation

Stereotyped thinking
Scale total

General Psychopathology Scale

Somatic concem

Anxiety

Guilt feelings

Tension

Mannerisms & posturing

Depression

Motor retardation

Uncooperativenoss

Unusual thought content

Disonentation

Poor attention

Lack of judgment & insight

Desturbance of volition

Poor impulse control

Preoccupation

Active social avoldance
Scale total

Figure 12 : La PANSS distingue les symptémes positifs et négatifs, et une troisieme
catégorie plus générale comprenant des symptémes ne pouvant étre placés dans les deux
catégories précédentes. Issu de Kay et al., 1987.
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Plusieurs marqueurs physiologiques permettant de discriminer les schizophrénes d’une
population saine peuvent étre mesurés sur des électroencéphalogrammes (EEG) (Owens
et al., 2016). L’amplitude de 'onde P300'2 diminue chez les schizophrénes par rapport a la
population générale, la pathologie entraine également une diminution de l'inhibition de
'onde P50, une augmentation du nombre de saccades incorrectes et une augmentation de
la latence de réponse pour les saccades correctes (paradigme des antisaccades's), ainsi
qu’une diminution des potentiels évoqués induits par des stimuli déviants dans la tache de
négativité de discordance’* (Owens et al., 2016).

Un symptéme particulierement intéressant est le défaut d'inhibition qui peut étre mesuré a
différents niveaux : comportemental (inhibition du réflexe de sursaut) ou neuronal (défaut
d'inhibition de l'onde P50 des potentiels évoqués auditifs). L'onde P50 se mesure
objectivement par la mesure d’ondes cérébrales modulées par des stimuli auditifs (Houy &
Thibaut, 2007). Des études de jumeaux ont montré une héritabilité de ce déficit, et une étude
génétique (Freedman et al., 2001) a montré que ce déficit serait lié au locus du géne codant
pour la sous-unité a-7 du récepteur nicotinique (chromosome 15g13-14). Des études chez
le rat (Callahan et al., 2014; Potasiewicz et al., 2017) et chez la souris (Li et al., 2019) ont
montré qu’une stimulation du récepteur nicotinique a-7 de l'acétylcholine (par un agoniste
ou une modulation allostérique) avait un effet protecteur sur le défaut d’inhibition du réflexe

de sursaut.

12 || s’agit d’'une mesure considérée comme un index de plusieurs capacités cognitives réalisée grace a un
EEG. Un stimulus auditif génére un potentiel évoqué a un intervalle de 300ms (400-500ms pour les stimuli
visuels). La latence de la réponse est considérée comme un indice indirect de la durée des opérations

cognitives, et son amplitude comme un indice de I'aspect énergétique de ces opérations (Hansenne, 2000).

13 | s’agit d’'une mesure des capacités d’inhibition d’'une réponse réflexe et de production d’'une réponse
contrélée. Les dispositifs utilisés peuvent étre 'oculographie et I'électro-oculogramme. Le participant doit fixer
un point au centre d’'un écran, ce point se déplace a gauche ou a droite de maniére imprévisible et le participant
doit diriger son regard vers le c6té opposé au déplacement du point. Les saccades oculaires correctes et
incorrectes (mesure des capacités d’inhibition), ainsi que la latence des saccades correctes (mesure de
I'efficacité de la production d'une réponse contrélée) sont mesurées (Hallett & Adams, 1980 ; Munoz &
Everling, 2004).

4| s’agit d’'une mesure du fonctionnement de la mémoire auditive réalisée grace a un EEG. Une série de
stimuli auditifs identiques est interrompue de maniére imprévisible par un stimulus auditif déviant (en durée ou
en sonorité). Les stimuli déviants générent un potentiel évoqué avec une amplitude supérieure duquel est
soustrait le potentiel évoqué répondant a un stimulus non déviant. La différence entre ces deux réponses est

plus importante chez les sujets sains en comparaison aux schizophrénes (Naatanen, 1992).
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L’étude du défaut d’inhibition, dans le cadre de la prévalence génétique de la schizophrénie,
mais aussi pour I'étude plus large de cette pathologie, est particulierement intéressante d’un
point de vue translationnel. En effet, un défaut d’inhibition peut étre mesuré chez des
humains mais aussi chez des rongeurs (en utilisant d’autres modalités sensorielles et
d’autres systémes de mesure) ce qui apporte un outil essentiel a la mise en place et la
caractérisation de modeles animaux, étape essentielle a la compréhension et au traitement

d’'une pathologie.

1.5 Les atteintes physiopathologiques

De nombreuses modifications de I'organisme ont été montrées chez les schizophrénes. La
plupart de ces modifications portent sur le systéme nerveux central mais 'organisme dans
son entier peut aussi étre sujet a des déreglements, notamment du systeme immunitaire.
Concernant le systéme nerveux central on observe des modifications de I'anatomie, de

'asymétrie, de la connectivité et de la plasticité.

1.5.1 Atteintes anatomiques

Il existe un dimorphisme sexuel concernant les atteintes anatomiques des schizophrenes.
Des modifications morphologiques du cerveau sont observées, cependant elles sont
probablement dues au développement cérébral, influencé différemment en fonction des

hormones et donc du genre (Abel et al., 2010).

Des modifications structurales centrales ont été mises en évidence dans la schizophrénie,
et en particulier pendant la phase chronique. Une diminution d’environ 3% du volume du
cerveau entier a été identifiée et cette diminution est plus importante dans la matiére grise
(2%) que dans la matiere blanche (1%) (Kim et al., 2017). Des études en IRM par régions
d’intérét, montrent notamment un élargissement du systéme ventriculaire (voir Figure 13) et
une réduction du volume de la matiére grise corticale et sous-corticale des lobes frontaux

et temporaux, et du systeme limbique.
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Figure 13 : Vue coronale d’images anatomiques IRM représentatives d’un sujet témoin
(gauche) et d’un patient ayant montré un premier épisode schizophrénique (droite). Les
fléches pointent le corps calleux, dont le volume est réduit chez le patient schizophrene, et
les ventricules latéraux, dont le volume est augmenté chez le patient schizophréne (del Re
etal., 2019).

Des techniques d’imagerie, notamment morphométriques, ont permis d’étudier plus
précisément les structures cérébrales touchées dans la pathologie. Ainsi, les schizophrénes
présentent notamment une réduction des volumes de matiere grise au niveau de
'hippocampe, de I'amygdale, de l'insula (ou cortex insulaire), du thalamus, du cortex
cingulaire antérieur et des gyrus parahippocampique, frontal moyen, post-central et
temporal supérieur (Glahn et al., 2008). Un autre aspect a souligner concernant ces
anomalies structurales est leur progression avec la durée de la pathologie, en particulier
dans le lobe temporal (Vita et al., 2012). Les différences de volume entre les schizophrenes
et la population générale sont donc de plus en plus importantes au cours de I'évolution de
la pathologie. Les antipsychotiques (AP) aggravent également ces différences de volume
(Fusar-Poli et al., 2013). Toutefois, cette évolution est retrouvée méme chez les patients
non traités par ces neuroleptiques (mais dans une moindre mesure) en particulier dans le

noyau caude et le thalamus (Haijma et al., 2013).
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1.5.2 Asymétrie

Des différences en termes de symétrie des hémispheres cérébraux ont également été
observées chez les patients schizophrénes (Dollfus et al., 2005). L’asymétrie normale de
certaines régions temporales supérieures (plus volumineuses a gauche, notamment pour
les zones impliquées dans le langage) est gommée chez les schizophrenes (Dollfus et al.,
2002; Royer et al., 2015; Stephan-Otto et al., 2020). Récemment, DeRamus et al.
(DeRamus et al., 2020) ont identifie des différences de latéralité au niveau des régions

temporales du cerveau chez les schizophrénes.

Ces modifications de latéralisation cérébrale sont reflétées par des modifications des
latéralités motrices et sensorielles des schizophrenes. En effet, la proportion de « non
droitiers » (C’est-a-dire des individus gauchers, non latéralisés, ou faiblement droitiers) est

plus élevée dans cette population (Dragovic & Hammond, 2005).

1.5.3 Connectivité cérébrale

Des troubles de la connectivité cérébrale ont également été mis en évidence dans la
schizophrénie grace a des techniques d’imagerie de diffusion et d’IRM fonctionnelle
(Niznikiewicz et al., 2003; Owens et al., 2016; Skatun et al., 2018).

L’IRM de diffusion explore les micro-mouvements des molécules d’eau. La diffusion de ces
molécules peut étre libre (comme dans le liquide céphalo-rachidien (LCR)) ou restreinte (par
les membranes cellulaires, les macromolécules, les fibres...) (voir Figure 14). Elle peut
s’effectuer dans toutes les directions de I'espace (diffusion isotrope) ou de fagon
préférentielle dans une direction donnée (diffusion anisotrope) comme dans les fibres
nerveuses. La microarchitecture particuliere des fibres nerveuses est a l'origine d’une
anisotropie de diffusion, en particulier dans la substance blanche cérébrale : la diffusion des
molécules d’eau est privilégiée dans le sens des fibres et restreinte perpendiculairement
aux fibres. En réalisant des acquisitions d’'imagerie de diffusion dans plusieurs directions,
on peut extraire des variables telles que le coefficient d’anisotropie fractionnelle (FA
« Fractional Anisotropy »), les valeurs de diffusivités radiale et moyenne (RD « Radial
Diffusivity », MD « Mean Diffusivity »).
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L’IRM de diffusion
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du cerveau, et en tire sa direction
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Figure 14 : Breve description du principe de I'imagerie de diffusion. Schéma réalisé par
Corinne Beurtey, CEA.

Des anomalies de diffusion généralisées de la substance blanche ont été mises en évidence
dans la schizophrénie (Chiappelli et al., 2015; Kochunov et al., 2014, 2017; Vitolo et al.,
2017), notamment chez des patients ayant présenté un premier épisode de psychose et
non traités par les neuroleptiques (Alvarado-Alanis et al., 2015; Cheung et al., 2008; Ebdrup
et al., 2016; Pérez-Iglesias et al., 2010; Serpa et al., 2017). Ces anomalies de diffusion
concernaient notamment le corps calleux (del Re et al., 2019; Kubicki et al., 2005; Madigand
et al., 2019). Cependant, des résultats contradictoires concernant certains parametres de
diffusion ont été rapportés. Ainsi, chez des patients ayant montré au moins un premier
épisode psychotique, les valeurs de FA ont été rapportées comme augmentées (Schmidt et
al., 2015) notamment dans le corps calleux (Saito et al., 2017), diminuées (Epstein et al.,
2014; Katagiri et al., 2015) notamment dans la région latérale du putamen droit et du lobe
temporal supérieur gauche (Bloemen et al., 2010), ou non modifiées (Peters et al., 2008).
Les causes de ces différences de résultats ne sont pas claires mais pourraient étre en lien

avec l'utilisation antérieure d’AP par les sujets inclus dans ces études (Ebdrup et al., 2016;
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Leroux et al., 2018; Szeszko et al., 2014) ou I'utilisation de protocoles d'imagerie différents
(Kelly et al., 2018). Récemment, Zhao et al (Zhao et al, 2018) ont montré des perturbations
de connectivité chez des patients schizophrenes impliquant en particulier le corps calleux
et les circuits thalamo-corticaux, ces anomalies étant significativement associées avec la
durée de la pathologie. L'importance du role de cette boucle thalamo-corticale dans la
pathophysiologie de la schizophrénie a été confirmée par d’autres études récentes (Hua et
al, 2019 ; Zhang et al, 2019).

La technique d'imagerie par résonance magnétique fonctionnelle (IRMf) permet de
cartographier l'activité fonctionnelle du cerveau. Le principe consiste a mesurer
l'oxygénation du tissu (rapport oxyhémoglobine / désoxyhémoglobine), qui augmente

localement dans les aires les plus actives.

Dans I'étude de la schizophrénie, 'IRMf a permis de déceler un hypofonctionnement du
cortex préfrontal (CPF) pendant la réalisation de taches explorant les fonctions exécutives
et cognitives, en particulier celles testant les performances de mémoire de travail. En effet,
les déficits de mémoire de travail sont associés a une modification du pattern d’activation
(ou un engagement « inefficace ») du CPF dorsal chez les patients (Bolkan et al., 2017).
Une autre étude a montré une activation aberrante du CPF lors d’'une tdche de mémoire de

travail (Manoach et al., 2000) (voir Figure 15).

DLPFC Insula SMA Premotor Th&LN SMA Motor IPS

Figure 15 : Représentation en coupes coronales des structures cérébrales activées lors
d'une tache de mémoire de travail chez des patients schizophrénes (en rouge), chez des
témoins (en bleu) et les activations communes dans les deux groupes (en jaune). DLPFC :
“dorsolateral prefrontal cortex” ; SMA : “supplementary motor area” ; Th : thalamus ; LN :
“entiform nucleus” ; IPS :intraparietal sulcus”. Il peut étre observé une variation de la
localisation des régions activées en particulier au niveau du cortex préfrontal dorsolatéral,
de l'aire motrice supplémentaire, du noyau lentiforme et du thalamus. Issu de Manoach et
al., 2000.
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Concernant I'hippocampe, une hyperactivation de cette structure ainsi qu’un couplage
anormal hippocampe-CPF ont été observés chez des patients schizophrénes au cours de
la réalisation de tests cognitifs (Goldberg et al., 1994; Meyer-Lindenberg et al., 2005) et en
particulier lors de tests a faible charge cognitive (Holt et al., 2005; Malaspina et al., 2004;
Tregellas et al., 2009).

Deux études ont montré une hyperactivation de I'aire CA1 de I'’hippocampe durant la phase
prodromale (Talati et al., 2014), suivie d’'une propagation de I'hyperactivation au subiculum
lors de la transition psychotique (Schobel et al., 2013). Certaines études rapportent, par
exemple, que les schizophrénes different des individus sains par des différences de
stratégies, correspondant soit a [l'utilisation d’autres régions cérébrales que celles
impliquées habituellement soit a une modulation différente de ces derniéres (Niznikiewicz
et al.,, 2003). Une hypothese de développement de la schizophrénie propose que les
altérations de connectivité cérébrale conduiraient a une mauvaise communication entre les
différentes régions cérébrales (Friston, 1998), et que ceci pourrait étre sous-tendu par des
altérations de la substance blanche (Skudlarski et al., 2010).

Cette hypothése pourrait permettre de comprendre les phénomeénes hallucinatoires. En
effet, une réduction de la connectivité fonctionnelle des réseaux de I'audition et du langage
pourrait étre liée a I'apparition d’hallucinations auditives résistantes aux traitements
(Karbasforoushan & Woodward, 2012). Il semblerait en effet que la déconnection entre la
région cingulaire antérieure et le cortex temporal postérieur induise une déconnection entre
la pensée verbalisée et le contrle conscient, ce qui entrainerait une mauvaise attribution
des pensées internes considérées comme provenant de I'extérieur par le patient (voir revue
Karbasforoushan & Woodward, 2013).

Des études portant sur le réseau de repos ont également montré un lien avec la pathologie.
Ce réseau de repos correspond a un ensemble de régions cérébrales pouvant étre
anatomiquement éloignées qui s’activent de fagon synchrone en I'absence de réalisation de
tache, c’est-a-dire lorsqu’on laisse aller librement ses pensées (Alves et al., 2019; de
Schotten, 2019). Ces régions s’activent conjointement en 'absence de tache a réaliser, ce

qui signifie qu’elles forment un réseau fonctionnel.
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Une réduction de la connectivité fonctionnelle du réseau de repos a été mise en avant chez
les schizophrénes (Dong et al., 2018; Forlim et al., 2020), plus particulierement dans le CPF
(Karbasforoushan & Woodward, 2012; Li et al., 2019) (voir Figure 16). Ce défaut de
connectivité est corrélé avec des déficits cognitifs (Adhikari et al., 2019; Jimenez et al.,
2019).

Figure 16 : Observation en imagerie fonctionnelle de I'activation des régions cérébrales
formant le réseau de repos chez un groupe de sujets contréles et chez un groupe de patients
schizophrenes. Les régions du réseau de repos dont l'activation est supérieure chez les
témoins en comparaison aux schizophrénes sont en rouge. A l'inverse, les régions qui sont
davantage activées par les schizophrénes sont en bleu. On observe une sur activation chez

les schizophrénes du cortex cingulaire et du gyrus frontal (Garrity et al., 2007).

Globalement, les principales modifications cérébrales observées dans la schizophrénie
sont : une diminution de volume de structures cérébrales (notamment I'hippocampe), une
augmentation de volume des ventricules cérébraux, des modifications de I'activation de
certaines structures (CPF, hippocampe), des défauts de connectivité inter régions (régions
frontales et temporales), une altération de la diffusion (corps calleux), des perturbations du
réseau de repos (élargissement des zones concernées, réduction d’activation). Ces
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altérations structurales et fonctionnelles chez les schizophrénes ont essentiellement été
mises en relation avec les déficits cognitifs (réduction du volume et de l'activation du CPF
et de I'’hippocampe) et la présence d’hallucinations (défaut de connectivité entre les zones

du langage et les régions frontales).

1.5.4 Neurotransmission

Plusieurs systemes de neurotransmission semblent jouer un role dans la physiopathologie
de la schizophrénie. Au fil des années, ces systemes ont été étudiés en commencant par le
systeme dopaminergique, puis glutamatergique, sérotoninergique et GABAergique. Une
revue des hypothéses liées a ces différents systemes est présentée dans ce chapitre.
D’autres systémes de neurotransmission semblent également impliqués dans la
physiopathologie de la schizophrénie, notamment les systemes cholinergique (Moran et al.,
2019; Raedler et al., 2007), endocannabinoide (Tao et al., 2020), noradrénergique (Maletic
et al., 2017) et peptidergique (Rodriguez et al., 2020). A titre d’exemple, concernant le
systeme cholinergique, des données récentes suggérent que les récepteurs a-7
nicotiniques pourraient constituer une cible thérapeutique innovante de la schizophrénie
(Xie et al., 2020).

1.5.4.1 Systéme dopaminergique

Historiquement, le premier systeme mis en cause fut le systéeme dopaminergique (DA)
(Bowers, 1974). L’hypothése dopaminergique de la schizophrénie concerne deux voies
dopaminergiques : la voie méso-limbique et la voie méso-corticale. La premiere voie
présenterait un hyperfonctionnement, activant ainsi excessivement le systeme limbique
(avec une transmission augmentée au niveau des récepteurs D2 et D3 postsynaptiques) et
ayant pour conséquence les symptdomes positifs. La seconde voie présenterait un
hypofonctionnement, activant alors insuffisamment le CPF et provoquant des symptémes
négatifs et des déficits cognitifs. Cette hypothése est schématisée dans la

Figure 17 (Schwartz et al., 2012).

L’hypothése dopaminergique concernant la voie méso-limbique est étayée par l'efficacité
clinique des antipsychotiques (AP) antidopaminergiques, vis-a-vis des symptémes positifs.
Les symptdmes négatifs et les déficits cognitifs ne sont pas améliorés (mais plutot aggraveés)

par ces traitements, ce qui renforce la seconde partie de I'hypothése dopaminergique

concernant la voie méso-corticale (Krogmann et al., 2020; Murphy et al., 2006).
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1.5.4.2 Systeme glutamatergique

L’hypothése d’un hypofonctionnement glutamatergique a été avancée suite a la constatation
de I'apparition de symptdémes psychotiques chez des individus sains ayant consommé des
substances antagonistes des récepteurs ionotropes NMDA (ex : kétamine, PCP) (Krystal et
al., 1999; Pradhan, 1984). L’hypothése glutamatergique suggére un hypofonctionnement
des récepteurs NMDA (Coyle, 1996). Plus particulierement, un hypofonctionnement des
récepteurs NMDA présents sur les interneurones GABAergiques corticaux méne a une
suractivation, via la projection glutamatergique descendante, de la voie dopaminergique
méso-limbique, induisant des symptomes positifs (voir

Figure 17 (1)). La suractivation de la voie glutamatergique descendante inhibe la voie
dopaminergique méso-corticale via les interneurones GABAergiques du mésencéphale, ce
qui peut entrainer des symptémes négatifs et des déficits cognitifs (voir

Figure 17 (2)) (Schwartz et al., 2012).

39



1. Introduction

Fonctionnement normal Fonctionnement pathologique

@ Voie méso-limbique
9 Voie méso-corticale Q G‘

Figure 17 : Schéma représentant différentes voies de neurotransmission impliquées dans
la schizophrénie. Deux principales voies dopaminergiques (en violet) et leur interaction avec
le systeme glutamatergique (en orange) et GABAergique (en vert) dans leur fonctionnement
normal (a gauche) et pathologique (a droite). La schizophrénie se caractériserait par un
fonctionnement pathologique de ces systéemes : hypofonctionnement (en bleu) et
hyperfonctionnement (en rouge). La voie dopaminergique méso-limbique (1) qui distribue la
dopamine de l'aire tegmentale ventrale au systéme limbique serait en hyperfonctionnement
dans la schizophrénie ce qui induirait les symptémes positifs. Cet hyperfonctionnement peut
étre issu d’'un hypofonctionnement glutamatergique qui entraine une diminution de
I'inhibition GABAergique sur les neurones dopaminergiques. La voie dopaminergique méso-
corticale (2) qui distribue la dopamine de l'aire tegmentale ventrale au cortex frontal serait
en hypofonctionnement dans la schizophrénie, ce qui induirait les symptémes négatifs et
les déficits cognitifs. De la méme fagon que pour la voie méso-limbique, les neurones
glutamatergiques centraux seraient surstimulés, entrainant ainsi un hypofonctionnement
dopaminergique sous-cortical via des interneurones GABAergiques mésencéphaliques.
Adapté de Schwartz et al., 2012.
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1.5.4.3 Systeme GABAergique

Que ce soit par des études cliniques ou précliniques, le réle du neurotransmetteur GABA a
été mis en évidence dans la physiopathologie de la schizophrénie (Nakazawa et al., 2012;
Yang & Tsai, 2017), en particulier des perturbations des interactions GABA-dopamine
(Benes, 2015). Les interneurones GABA parvalbumine-positifs, particulierement ceux du
sous-type chandelier, pourraient étre particulierement affectés dans le cas de la
schizophrénie et d’autres maladies psychiatriques (Benes et al, 2007 ; Taylor et al, 2019).
Par ailleurs, des altérations touchant ces interneurones situés dans le CPF pourraient étre
a l'origine de la diminution des performances de la mémoire de travail observée dans cette

pathologie (Dienel and Lewis, 2019, Gonzalez-Burgos et al, 2015).

1.5.4.4 Systeme sérotoninergique

La sérotonine est un neurotransmetteur qui, de par l'organisation de ses voies centrales
(innervation de I'ensemble du cerveau) et de sa pharmacologie (action due a l'interaction
avec 14 sous-types de récepteurs différents) joue un réle modulateur et régulateur de
nombreux autres systemes de neurotransmission. L’hypothése sérotoninergique de la
schizophrénie est fondée sur le fait qu’'une transmission sérotoninergique excessive a partir
du noyau dorsal du raphé (DRN pour « Dorsal Raphe Nucleus ») en réponse au stress
(Eggers, 2012), pourrait perturber la fonction des neurones corticaux. Ainsi, le DRN serait
suractivé sur une longue période de temps. La transmission sérotoninergique serait donc
intensifiée dans le cortex cérébral (plus particulierement le cortex cingulaire antérieur et le
lobe frontal dorso-latéral) ce qui pourrait étre une cause des symptdmes de la pathologie
(Eggers, 2013).

1.5.5 Plasticité cérébrale

La plasticité cérébrale est définie comme I'ensemble des mécanismes au cours desquels le
cerveau est capable de se modifier en réorganisant les connexions et les réseaux
neuronaux, dans la phase embryonnaire du développement ou lors d’apprentissages
(Inserm, 2020). Elle peut étre structurelle (neurogenése, synaptogenése, efc.) ou
fonctionnelle (potentialisation a long et court terme, respectivement PLT et PCT) et
concerner les neurones ou la glie. La modification de plusieurs formes de plasticité cérébrale
serait impliquée dans la schizophrénie, c’est le cas notamment de la neurogenése et de la
PLT.
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1.5.5.1 Neurogenése

La neurogenese adulte est largement démontrée chez plusieurs espéces de mammiféres
dont 'humain, notamment dans I'hippocampe (Boldrini et al., 2018; Moreno-Jiménez et al.,
2019; Sorrells et al., 2018). Concernant la schizophrénie, plusieurs éléments faisant le lien
entre modifications de la neurogenése hippocampique et cette pathologie peuvent étre
avancés (Schoenfeld & Cameron, 2015). L’hippocampe est une structure impliquée dans la
schizophrénie (Antonova et al., 2004; Tamminga et al., 2010), notamment parce qu’elle
présente une réduction de volume chez les patients (Nelson et al., 1998). De plus, cette
structure est impliquée dans des fonctions qui sont altérées dans la schizophrénie,
notamment la mémoire. Des études précliniques montrent une diminution de la
neurogenese dans plusieurs modéles de schizophrénie chez les rongeurs. Par exemple
chez les animaux « knock-out » (KO) des génes DISC (« Disrupted in schizophrenia 1 »)
(Duan et al., 2007) et NPAS3 (« Neuronal PAS domain protein 3 ») (Kamnasaran et al.,
2003; Pieper et al., 2005), chez des animaux ayant subi une Iésion néonatale de
'hippocampe ventral (Tian et al., 2016), chez le modéle MAM (Flagstad et al., 2005;
Johnston & Coyle, 1979)). De plus, I‘administration de certains antipsychotiques chez ces
modeéles animaux semble pouvoir induire un effet neurogénique (Schoenfeld & Cameron,

2015; Toro & Deakin, 2007) qui pourrait participer aux effets bénéfiques du traitement.

1.5.5.2 Plasticité fonctionnelle

L’électrophysiologie permet d’explorer des formes de plasticité fonctionnelle, notamment les
mécanismes de PLT basée sur la transmission glutamatergique. Cette forme de plasticite,
considérée comme le mécanisme sous-tendant I'apprentissage et la formation de nouveaux
souvenirs, s'observe par l'augmentation des réponses des récepteurs NMDA post
synaptiques aprés l'induction d’'un stimulus conditionnant (a haute fréquence), et ce a long-

terme.

Chez les schizophrénes on observe une réduction de la PLT dans le cortex (Frantseva et
al., 2008; Hasan et al., 2011). Dans les études précliniques la PLT est mesurée le plus
souvent dans I'hippocampe grace a des électrodes implantées. Elle est diminuée dans
plusieurs modeles animaux de schizophrénie, par exemple apres un isolement social
(Roberts & Greene, 2003), une délétion du géne dysbidin-1 (Glen et al., 2014), ou un
traitement avec du MK801 (un antagoniste des récepteurs NMDA) (Manahan-Vaughan et
al., 2008)).
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1.5.6 Inflammation

Plusieurs études montrent qu'une altération du fonctionnement du systéme immunitaire
pourrait étre impliquée a plusieurs niveaux dans la schizophrénie. Tout d’abord, des études
ont montré une association entre certains génes (ex : un polymorphisme du MHC pour
« complexe d’histocompatibilité majeur » (Yu et al., 2017)) impliqués dans la régulation des
réponses inflammatoires et le risque de développer une schizophrénie (Miller & Goldsmith,
2019). Ce risque est également augmenté en présence d’infections prénatales (Brown &
Derkits, 2010). De plus, les schizophrénes présentent des modifications des marqueurs
d’'inflammation cérébrale mises en évidence par des études post-mortem, notamment au
niveau des cellules gliales (ex : expression de GFAP (« glial fibrillary acidic protein »)), des
cytokines et de la cascade de I'acide arachidonique (ex : concentrations de la protéine
PGES (« prostaglandin E synthase»)) (Trépanier et al., 2016). Un dernier point sous-tendant
l'implication des phénomeénes inflammatoires dans la schizophrénie est la diminution des
symptomes psychotiques, notamment positifs, aprés administration d’anti-inflammatoires
non stéroidiens (Nitta et al., 2013). Miller et Goldsmith ont étudié la possibilité d’utiliser
linflammation comme biomarqueur de la schizophrénie dans une récente revue de la
littérature dans laquelle ils mettent 'accent sur I'hétérogénéité de ce phénomeéne chez les
schizophrénes. lls proposent un schéma d’explication potentiel des mécanismes reliant les
processus d’inflammation et la schizophrénie. Leur hypothése met en jeu une interaction
entre une altération de l'allostasie et des mécanismes épigénétiques qui induisent une

inflammation d’abord périphérique puis centrale (Miller & Goldsmith, 2019).

1.6 Traitements

Avant l'utilisation de traitements médicamenteux, les psychoses étaient prises en charge
par des actes invasifs comme la thérapie électro convulsive. Les patients pouvaient
€galement étre contraints physiqguement par des camisoles de force.

Les premiers antipsychotiques sont apparus dans les années 50 et les recherches se
poursuivent encore actuellement pour améliorer ces traitements médicamenteux. En
paralléle et a partir du 21°™e siécle, des traitements non médicamenteux sont étudiés. Les
chapitres ci-dessous décrivent les différents traitements non médicamenteux existants, puis
un historique du développement des antipsychotiques.

1.6.1 Traitements non médicamenteux
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1.6.1.1 Thérapie électro convulsive

Cette thérapie est utilisée pour le traitement de la schizophrénie depuis les années 40, elle
consiste en l'administration répétée de courant électrique sur le crane. Une certaine
efficacité a été démontrée, avec une variabilité importante entre les patients et des résultats
plus encourageants dans certains sous types de la pathologie comme la schizophrénie
catatonique (Gralnick, 1946; Palmer et al., 1951). Ce traitement est abandonné avec
I‘arrivée des antipsychotiques, puis réapparait dans les années 60 pour traiter les patients

résistants a ces traitements médicamenteux (Fink & Sacklem, 1996; Krepela et al., 2019).

1.6.1.2 Stimulation Magnétique Trans-cranienne (rTMS)

La rTMS a montré son efficacité pour le traitement des hallucinations auditives dés 1999
par Hoffman (Hoffman et al., 1999). Cette stimulation non invasive peut étre réalisée a basse
(1Hz) ou haute fréquence (>5Hz) avec un effet respectif de diminution et d’augmentation de
I'excitabilité corticale ce qui permettrait de traiter les symptémes positifs et négatifs de la
schizophrénie (Poulet et al., 2010). Ce traitement non médicamenteux est utilisé
actuellement pour soigner les patients, bien que les résultats restent hétérogenes (Dollfus
et al., 2016; Sciortino et al., 2021).

1.6.1.3 Activité physique

L’utilisation de programmes d’activité physique adapté (APA) chez les schizophrénes
permet d’améliorer leur santé physique et mentale. A cause des effets secondaires des
antipsychotiques qui induisent souvent une prise de poids (Correll et al., 2015) et une
sédentarité plus importante chez les schizophréenes (Von Hausswolff-Juhlin et al., 2009),
cette population est particulierement a risque de développer des pathologies
cardiovasculaires (De Hert et al., 2011) ce qui accroit I'intérét de I'utilisation de programmes
APA (Chalfoun et al., 2016; Vancampfort et al., 2015). L’APA permet d’améliorer les
symptémes positifs, négatifs (Dauwan et al., 2016; Firth et al., 2015) et les déficits cognitifs
(Firth et al., 2017).

1.6.1.4 Psychothérapie

La psychothérapie consiste en une rencontre entre un patient et un thérapeute
(généralement psychologue ou psychiatre) et peut se définir par une procédure permettant
de modifier les sensations, la cognition, les attitudes et les comportements génants pour le
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patient (traduction issue de la définition de Hans Strupp en 1978) (Strupp, 1978). Cette
technique est utilisée depuis le 20°™e siécle, d’abord comme traitement principal de la
schizophrénie puis pour traiter les symptdomes résiduels aprés [I'apparition des
antipsychotiques (Dickerson & Lehman, 2006). Diverses formes existent comme la thérapie
cognitivo-comportementale, la thérapie familiale, 'approche psychanalytique, etc. Les effets
sont variables selon le patient, la technique utilisée et le praticien. Cependant, des bénéfices
apparaissent comme un support émotionnel permettant une meilleure gestion de la
pathologie, une amélioration des stratégies d’adaptation et une diminution des symptémes
(Dickerson & Lehman, 2006).

1.6.2 Traitements médicamenteux (antipsychotiques)

Bien que les premiers traitements médicamenteux de la schizophrénie aient été mis sur le
marché dans les années 1950 et que de nouvelles molécules continuent d’étre développées
et commercialisées (voir Figure 18), I'efficacité des antipsychotiques actuellement sur le
marché reste parcellaire. En effet, certains patients (environ 30%) présentent une résistance
aux traitements (Lindenmayer, 2000; Sheitman & Lieberman, 1998). De plus, ces
traitements ne prennent pas en charge certains symptémes (en particulier les symptémes
négatifs et les déficits cognitifs) et ont méme des effets déléteres sur ces derniers (Bost,
2016; Tandon, 2002).

Thioridazine Olanzapine
Fluphenazine Quetiapine Ziprasidone :
- . z — Lurasidone
Chlorpromazine Haloperidol Risperidone
Lumateperone
[CT elc. Clozapine l Aripiprazole
Y Y

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2002 2010

Figure 1. Current antipsychotic therapies.|First-generation jconventional versus|second-generation atypical antipsychotic drugs.

ECT—electroconvulsive therapy.

Figure 18 : Dates de mise sur le marché des principaux antipsychotiques aux USA. Adapté
de Tandon, 2002 (Greenwood et al., 2020; Jaeschke et al., 2016).

Les premiers antipsychotiques (dits typiques ou de premiére génération), appelés aussi
neuroleptiques (en 1955, Jean Delay et Pierre Deniker créent le nom de neuroleptique « qui
prend », « qui saisit » le nerf, ou « ayant une action neurologique »), ont été utilisés pour la
premiére fois dans le traitement des psychoses avec la chlorpromazine (commercialisée en
1952, sous le nom de spécialité Largactil®) qui permettait de réduire I'agitation des patients

et les symptémes aigus comme les hallucinations. D’'un point de vue pharmacodynamique,
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ces antipsychotiques de premiere génération sont caractérisés, en particulier, par une
affinité importante et un antagonisme compétitif vis-a-vis des récepteurs dopaminergiques
D2, responsables de I'activité neuroleptique. C’est également cette action qui entraine des
effets secondaires extrapyramidaux (tremblements et dyskinésies) et wune
hyperprolactinémie (responsable notamment de dysfonctionnements sexuels, d’une
gynécomastie chez les hommes ou d’irrégularités menstruelles chez les femmes). Jusqu’a
I'apparition de la clozapine (premier antipsychotique atypique, mis sur le marché en 1971
en Europe), les schizophrenes étaient donc pris en charge par des molécules fortement
sédatives aux doses thérapeutiques et ayant le défaut de générer des effets secondaires
de type parkinsonien mais aussi d’amplifier les symptomes négatifs et les déficits cognitifs.
L’arrivée des antipsychotiques de seconde génération (ou atypiques) a permis d’obtenir la
méme efficacité de traitement tout en réduisant également les symptémes négatifs
(Miyamoto et al., 2012). Cette action clinique différente de celle des premiers neuroleptiques
est liée a un profil pharmacodynamique différent, associant a I'antagonisme des récepteurs
dopaminergiques Dz une affinité importante vis-a-vis d’autres récepteurs d’autres systemes
de neurotransmission et en particulier des récepteurs sérotoninergiques 5-HTza (voir Figure
19). Chaque antipsychotique a des propriétés pharmacologiques distinctes et des effets
secondaires différents (voir Figure 20). |l est donc nécessaire d’adapter le dosage pour
chacun d’eux en fonction du profil des patients et de leur tolérance vis-a-vis de ces

molécules.

Les déficits cognitifs sont mieux pris en charge par les antipsychotiques atypiques que par
les antipsychotiques typiques (Mortimer, 1997), mais les symptémes de type négatif ne sont
pas améliorés et nécessitent donc davantage de recherches (Ellenbroek & Cools, 2000;
Winship et al., 2019). En paralléle du développement des antipsychotiques basés sur un
antagonisme des récepteurs D2 et 5-HT2a, d’autres pistes sont explorées. Par exemple celle
de certains neuropeptides tels que la neurotensine ou la cholécystokinine, qui modulent le
systeme dopaminergique et améliorent les déficits d’inhibition du réflexe de sursaut (Feifel
et al., 1999). D’autres molécules comme des stabilisateurs de ’humeur, des agonistes du
récepteur nicotinique a-7, ou des modulateurs du systéme glutamatergique sont également
étudiées (Amitai & Markou, 2010; Brown et al., 2014; Cannon et al., 2013; Gastambide et
al., 2013; Hoffman & Basurto, 2014). Le systéme de neurotransmission nicotinique fait
'objet d’'une revue de la littérature qui place les agonistes nicotinigues comme candidats
médicaments (Tizabi, 2007).
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La lurasidone, commercialisée en France depuis 2014 (sous le nom de Latuda®) apporte
une nouvelle propriété d’antagonisme du récepteur 5-HT7 pouvant permetire de
contrebalancer les déficits cognitifs (Enomoto et al., 2008; Horiguchi et al., 2016; Rajagopal,
Massey, et al., 2016).

Systeme Récepteur|Chlorpromazine |Fluphenazine |Thioridazine |Haloperidol |Clozapine |Risperidone |Quetiapine |Olanzapine |Ziprasidone |Aripiprazole |Lurasidone
Dopaminergique |D1 NA NP NE ? ? ? ? ? ? ? ?
Dopaminergique |D2 4 N N N 4 4 4 L J J & partial P |\
Sérotoninergique |SHT1A J ? ? ? ? ? ? ? ™ ? partial T
Sérotoninergique [5HT1D ? ? ? ? ? ? ? ? J ? ?
Sérotoninergique |SHT2A NE ? NE ? NE NE NE NE NE J- & partial ||
Sérotoninergique |5HT7 ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? J
Adrénergique al J ? J ? X ? ? ? ? X ?
Adrénergique a2 ? ? ? ? X ? ? ? ? X J
Histaminique H1 J ? ? ? X ? ? ? ? X ?

Figure 19 : Proprietés pharmacodynamiques réceptorielles des principaux antipsychotiques.
Informations issues de DrugBank.ca (DrugBank, 2020i, 2020b, 2020f, 2020j, 2020e, 2020c,
2020d, 2020h, 20209, 2020k, 2020a). 1 : agoniste ; | : antagoniste ; ? : non connu ; X :

inactif.

Amisulpride |Aripiprazole |[Chlorpromazine |Clozapine [Haloperidol [Lurasidone |Olanzapine |Quetiapine Risperidone |Ziprasidone
Weight gain 0.2 0.17 0.55 0.65 0.09 0.1 0.74 0.43 0.42 0.1
Extrapyramidal side-effects 1.6 1.2 2.65 0.3 4.76 2.46 1 1.01 2.09 1.61
Prolactin increase inf.0.7* -0.22 0.16 na 0.7 0.34 0.14 -0.05 1.23 0.25
QTc prolongation 0.66 0.01 na na 0.11 -0.1 0.22 0.17 0.25 0.41
Sedation 1.42 1.84 7.56 8.82 2.76 2.45 3.34 3.76 2.45 3.8

Figure 20 : lllustration des effets secondaires de certains antipsychotiques couramment
utilisés en comparaison a un placebo (de vert : proche des effets du placebo, a rouge : effets
secondaires importants). Utilisation des moyennes de Odds ratio et des différences

standardisées de moyennes (Leucht et al., 2013). Na : information manquante ;

information issue d’une seule étude.

1.7 Les modeles animaux

Une étape essentielle du développement de nouveaux médicaments est I'utilisation de
modeles animaux de pathologies humaines. En effet, les molécules candidates doivent étre
administrées a des animaux. Non seulement pour évaluer leurs propriétés
pharmacologiques et toxicologiques, mais aussi pour évaluer leur efficacité a améliorer des
symptomes. Dans ce cadre, il est nécessaire de développer des modeles animaux
présentant des symptémes s’apparentant a la pathologie humaine étudiée afin de mesurer
I'efficacité des candidats médicaments. L’utilisation de modeéles animaux a également un
autre réle, qui prend une grande importance dans les pathologies a I'étiologie inconnue
comme la schizophrénie, celui d’'améliorer la compréhension des mécanismes qui régissent

la maladie. Un modele doit tendre vers une bonne reproductibilité des résultats obtenus, qui
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ne doivent pas varier entre les environnements, les choix des protocoles de tests, et les

especes utilisées.

Pour évaluer la qualité d’'un modéle animal, il est possible de se référer aux trois types de
validité :

- Validité d’apparence (« face validity ») : un modéle doit tendre vers un isomorphisme
avec la pathologie étudiée. C’est-a-dire que le modéle animal doit présenter des
symptomes identiques a ceux de la pathologie humaine, malgré les différences
anatomiques et physiologiques. Dans le cadre de la schizophrénie, avoir une bonne
validité d’apparence correspond, d’'une part, au fait d’observer des symptdmes
comportementaux dits de type positif et négatif (ce terme « de type » est utilisé pour
rendre compte de l'impossibilité d’attester de la réelle correspondance entre les
symptédmes animaux et les symptémes humain) et des déficits cognitifs. D’autre part,
au fait d’'observer des marqueurs anatomiques et fonctionnels correspondant a la
pathologie. On peut observer par exemple une altération des systéemes de
neurotransmissions dopaminergique, glutamatergique et GABAerqgigue, notamment
une diminution de la densité des interneurones a parvalbumine ; des altérations
morphologiques comme une diminution du volume des hippocampes et une
augmentation du volume des ventricules latéraux ; une altération de la myélinisation,

notamment des fibres du corps calleux, etc. (Winship et al., 2019).

- Validité de construction (« construct validity ») : ce critére porte sur la construction du
modele, qui doit correspondre a la construction de la pathologie étudiée. Dans le
cadre de la schizophrénie, I'étiologie étant inconnue, avoir une bonne validité de
construction correspond au fait de prendre en compte I'étiologie multifactorielle de la
pathologie et d’utiliser des éléments conditionnant qui s’apparentent aux facteurs qui

augmentent les risques d’étre schizophréne.

- Validité de prédiction (« predictive validity ») : un modele doit tendre vers une
sensibilité aux traitements existants telle que retrouvée chez les humains atteints de
la pathologie. C’est-a-dire que l'utilisation de médicaments prescrits en clinique doit
contrer les symptdmes s’apparentant a la maladie sur le modéle animal, dans la limite
de l'analogie inter-espece. Dans le cadre de la schizophrénie, avoir une bonne
validité de prédiction correspond au fait de pouvoir améliorer les symptdomes
observés par I'administration d’antipsychotiques, dans la limite du spectre d’action

de ces médicaments. Cependant, les antipsychotiques actuels n’étant que peu ou
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pas efficaces sur les symptomes négatifs et les déficits cognitifs, il est donc difficile

d’évaluer la validité de prédiction sur ces types de symptomes.

1.7.1 Les modéles animaux de schizophrénie

Méme si des pistes prometteuses existent en matiére de traitement de la schizophrénie,
notamment avec la lurasidone (Meltzer et al., 2020), il est nécessaire de poursuivre les
recherches a ce sujet. Le développement de nouveaux médicaments suit un processus trés

encadré permettant une sécurisation des molécules mises sur le marché.

Le développement d’'un modéle animal de schizophrénie est par nature complexe, voire
méme impossible, d’abord parce que I'étiologie de la pathologie est inconnue. Comment
peut-on alors induire une pathologie dont on ne connait pas la cause ? Heureusement, il est
possible de mimer les facteurs de risques dont un certain nombre sont connus, qu’ils soient
génétiques, lésionnels, environnementaux ou encore pharmacologiques pour essayer de
provoquer des symptémes semblables chez I'animal. Une autre difficulté s'impose, celle de
la détection des symptdmes. En effet, il existe une grande variabilité de symptdmes au sein
de la schizophrénie ainsi qu’'une grande variabilité inter-individuelle vis-a-vis de ces
symptémes, le diagnostic est donc complexe. De plus, ce diagnostic repose trés souvent
par la modalité verbale (ex : tests psychométriques) qui ne peut étre employée chez
'animal. Il faut donc utiliser diverses approches, comme des tests comportementaux
pouvant mesurer des fonctions qui s’apparentent a celles qui sont perturbées chez les
schizophrénes, ou encore des mesures physiologiques pouvant mettre en évidence des
altérations structurales / fonctionnelles a différents niveaux (moléculaire, cellulaire,
macroscopique) qui sont observées chez les patients. Pour pallier a la variabilité des
symptomes de la schizophrénie et avoir une réelle opportunité de modéliser cette
pathologie, l'utilisation de certaines especes est préférée. En effet, la grande majorité des
modéles animaux de pathologies humaines, dont les modeles de schizophrénie, est réalisée
chez le rongeur, ce qui permet, via un hébergement trés standardisé et des animaux
génétiquement proches (ce point est exacerbé lors de I'utilisation d’animaux consanguins)
de réduire la variabilité entre les animaux. La Figure 21 représente les différents éléments

permettant d’évaluer les trois types de validité d’'un modéle de schizophrénie.
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Mesocortical dopamine hypofunction dendritic pruning
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Figure 21 : Schéma présentant les éléments comportementaux, neurochimiques et
structuraux clefs permettant d'évaluer la validité des modéles animaux de schizophrénie et

présentant un caractere translationnel. Issu de Jones et al., 2011.

Malgré ces obstacles, de nombreux modéles animaux de la schizophrénie existent. lls ont
chacun des avantages et des inconvénients et présentent différents niveaux d’adéquation
aux critéres imposés par les trois types de validité. Un exemple de construction de modéle

de schizophrénie est présenté sur la Figure 22.
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Figure 22 : Schema d'un modele multifactoriel de schizophrénie prenant en compte 2

facteurs. MIA : « prenatal immune activation » ; DISC1 : « disrupted in schizophrenia 1 » ;

Nurr1 : « nuclear receptor related 1 » ; MHC : « major histocompatibility complex » ; IO&NS

pathway : Immune-inflammatory and Oxidative pathway and Nitrosative Stress pathway.

Issu de Debnath et al., 2015.

Les premiéres études portant sur des modéles animaux de schizophrénie ont été publiées

dans les années 1970 et le nombre de modeéles étudiés n’a cessé d’augmenter depuis. Une

revue chronologique de la littérature des modéles animaux de schizophrénie est présentée

ci-dessous, sous lI'angle des trois types de validité.
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1.7.2 Validité d’apparence

Ce type de validité, appelée aussi phénoménologique, renvoie a I'isomorphisme entre les
symptomes et marqueurs biologiques observés dans une pathologie chez 'humain et les
symptébmes et marqueurs mimés chez les animaux. Certains symptdmes sont trés difficiles
a observer chez les animaux puisqu‘une grande partie du diagnostic de schizophrénie se
fait sur la base d’entretiens cliniques ou de tests psychométriques utilisant la fonction
langagiere. Des tests comportementaux sont donc utilisés pour quantifier certains
comportements qui sont associés aux symptémes positifs et négatifs de la schizophrénie.
On utilise alors chez I'animal les termes de symptémes « de type » positif et « de type »
négatif. Les symptdomes positifs comprennent les hallucinations et pensées délirantes,
observables via le langage chez les humains. Ces symptémes seraient provoqués par une
hyperdopaminergie méso-limbique qui induit une hyperlocomotion et des stéréotypies chez
'animal. Ces deux éléments sont donc considérés comme des symptdmes de type positif
(Jones et al., 2011). Les symptébmes négatifs correspondent a des déficits sociaux et un
appauvrissement émotionnel, voire un état de type dépressif. Chez I'animal, des tests
sociaux peuvent étre utilisés chez les espéces sociales comme les rongeurs (rat, souris) ou
les primates (marmouset). Des tests de désespoir comportemental (test de suspension par
la queue pour les rongeurs) ou d’anhédonie (test de préférence au sucrose) permettent
d’observer des symptdmes de type négatif. Concernant les déficits cognitifs, de nombreux
tests permettent de mesurer les fonctions mnésiques (mémoire de travail, mémoire a long
terme, mémoire spatiale, cognition sociale, efc.) et exécutives chez I'animal (Jones et al.,
2011). La quantification de neurotransmetteurs, 'observation anatomique et fonctionnelle
du systéme nerveux central aux niveaux moléculaire, cellulaire et systémique, sont autant
d’outils permettant d’attester de la bonne validité d’apparence des modéles animaux. Le
développement des techniques d’imagerie, notamment avec les imageurs petits animaux,
est un élément essentiel pour I'étude des modéles animaux de schizophrénie. Avec
'avénement de techniques d’expérimentation de plus en plus riches et complexes, la

recherche des symptémes mimant ceux de la schizophrénie a évolué au cours du temps.
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De 1970 a 1980 : symptomes de type positif

Les premiers modéles animaux de schizophrénie dans les années 1970 utilisaient des
agents pharmacologiques. L’évaluation des symptémes et déficits portait principalement sur
les symptdomes de type positif, avec une attention particuliére sur I'hnyperlocomotion et les
stéréotypies (Borison & Diamond, 1978; Borison et al., 1977; Boullin, 1979; Ridley et al.,
1979; Sudilovsky, 1975). Cependant, certaines études de la méme période évaluaient déja
les déficits sociaux (Gambill & Kornetsky, 1976; Ridley et al., 1979).

De 1980 a 1990 : élargissement de la gamme des symptémes

comportementaux

A partir des années 1980, des études de biochimie apparaissent, avec diverses méthodes
de quantification des neurotransmetteurs, de leurs enzymes, leurs métabolites et leurs
précurseurs (Donaldson et al., 1982; Mamelak et al., 1985; Vilkov et al., 1983). D’autres
méthodes d’observation du systéme nerveux central sont utilisées, comme des mesures
anatomiques (ex : élargissement des ventricules cérébraux (Kline & Reid, 1985)) ou
fonctionnelles (mesure de la consommation cérébrale de glucose (Orzi et al., 1983; Sokoloff
et al., 1977)). A cette époque, les analyses comportementales se focalisent toujours
essentiellement sur I'hyperlocomotion et les stéréotypies (Ellenbroek et al., 1989; Kline &
Reid, 1985; Kokkinidis & Anisman, 1981). Des analyses de plus en plus fines des
comportements sociaux viennent s’ajouter (Ellenbroek et al., 1989). On observe aussi des
mesures des processus d’inhibition, d’apprentissage et d’attention (Braff & Geyer, 1980;
Oades, 1982; Weiner et al., 1984), des comportements agressifs et des processus impliqués
dans les émotions (ex : tests de conditionnement aversif) (Kline & Reid, 1985; Weiner et al.,
1984). Certaines études mettent en relation les mesures comportementales et
physiologiques (Ellenbroek et al., 1989; Kline & Reid, 1985).
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De 1990 a 2000 : 'inhibition sensorielle

Dans les années 1990, des études comportementales complémentaires sont développées.
Le filtrage sensoriel, notamment mesuré grace a l'inhibition du réflexe de sursaut, devient
un élément clef pour attester de la validité d’'un modéle animal de schizophrénie (Basinska,
1994; Lipska et al., 1995; Swerdlow et al., 1995). Les dosages de neurotransmetteurs se
poursuivent, ainsi que les observations anatomiques ou fonctionnelles (les techniques
principalement utilisées sont 'histologie et I'électrophysiologie). L’hippocampe est une zone
particulierement ciblée (Feldon & Weiner, 1992; Scheibel & Conrad, 1993) et fait I'objet
d’études qui mettent en relation les mesures comportementales et physiologiques
(Bertolino, 1999; Feldon & Weiner, 1992), notamment des déficits d’apprentissage et de
mémoire corrélés a des altérations du lobe temporal médian (Arnold, 1997). Les études
portant sur les neurotransmetteurs suivent I'avancée des technologies et s’'intéressent a des
cibles précises, comme par exemple le récepteur glutamatergique ionotrope AMPA dont
l'activation est responsable d’une réduction d’inhibition sensorimotrice via le systeme

dopaminergique (Wan et al., 1995).

De 2000 a 2010 : études mécanistiques

A partir de 2000, les études précliniques mettent en ceuvre de plus en plus de techniques
d’observation du systéme nerveux central et de son fonctionnement. Cela permet
d’améliorer la validité d’apparence puisque les correspondances entre humain et animal
sont plus évidentes au niveau mécanistique qu’au niveau comportemental. La dopamine fait
toujours I'objet d’études, notamment dans le cadre de l'inhibition latente qui est altérée par
une administration d’'amphétamine (Weiner, 2003). On découvre également que le systeme
sérotoninergique est également impliqué dans la schizophrénie, avec une diminution de la
concentration de sérotonine dans le cervelet suite a une infection prénatale (Winter et al.,
2008). D’autres cibles sont étudiées, comme par exemple la molécule d’adhésion cellulaire
neureguline 1 (NRG1) et son récepteur ErbB4 dont les concentrations sont augmentées
dans I'hippocampe et le CPF dans un modele d’administration chronique de MK801 chez le
rat (Feng et al., 2010).
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De 2010 a aujourd’hui : vers des caractérisations comportementales et

physiologiques de plus en plus larges

L’observation d’un déficit au test d’inhibition sensorielle continue d’étre un élément clef pour
valider un modele de schizophrénie (Khan & Powell, 2018). Par ailleurs, la recherche de
déficits lors des tests comportementaux mesurant les performances de sociabilité et de
mémoire, attestent que la recherche préclinique dans le domaine de la schizophrénie inclut
la mise en évidence des symptomes de type négatif et les déficits cognitifs, qui sont des
symptomes contre lesquels les antipsychotiques sont peu efficaces (Jones et al., 2011).
Une diminution de la densité des interneurones GABAergique a parvalbumine devient
également I'un des éléments histopathologiques clefs des modéles de schizophrénie. On
observe par exemple une diminution de cette densité dans le CPF et I'hippocampe dans un
modeéle d’infection prénatale associée a un stress précoce et dans un modéle d’exposition
prénatale a 'acétate de méthylazoxyméthanol (MAM) (Du & Grace, 2016; Giovanoli et al.,
2014).

Actuellement, les éléments qui déterminent la validité d’apparence des modéles animaux
de schizophrénie sont décrit dans la Figure 23 (Winship et al., 2019) et peuvent étre
résumés ainsi :

- Hyperlocomotion (symptémes de type positif),

- Absence de préférence pour le sucrose et déficits sociaux (symptébmes de type

négatif),
- Déficits d’'inhibition comportementale et de mémoire (déficits cognitifs),

- Mesures morphologiques et physiologiques comme I'élargissement des ventricules
cérébraux, une altération de la morphologie du cortex, du striatum, du thalamus et
des aires limbiques, une altération de la myélinisation, des cellules gliales, ou encore

des systémes de neurotransmission.

Tout comme pour la validité de construction, la validité d’apparence des modéles animaux
s’affine au fil des ans, notamment avec I'élargissement de la gamme des mesures
comportementales aux symptédmes de type négatif et aux déficits cognitifs ainsi que les

mesures morphologiques et physiologiques.
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Category Measure Description
Behavioural Locomotor activity (positive Yigor of movement in response to a novel environment, stress, or
symptoms) pharmacological challenge (dopamine enhancers, NMDA receptor antagonists)
is quantified.
Sucrose preference (negative Preference for sweetened water over unsweetened water is measured.
symproms)
Social interaction (negative and Time spent in close proximity or direct contact with an unfamiliar or less familiar
cognitive symptoms) animal.
Latent inhibition (attentional A classical conditioning procedure whereby previously unreinforced stimuli are
processes, cognitive symptoms) slower (less efficient) in generating a conditioned response than novel stimuli.
Memory (cognitive symptoms) Many tests have been validated to measure various aspects of working memory,
declarative memory, recognition memory (visual, spatial, and olfactory
dormains), and conditioning.
Reasoning and problem solving Tests of behavioural flexibility in response to dynamic environments include set
(cognitive symptoms) shifting and reversal learning.
Prepulse inhibition (sensorimotor A reduction in the acoustic startle response is typically observed if the startling
deficits) stimulus is preceded close in time by a low-intensity prepulse.
Anxiety-like behaviour Patterns of exploration in environments such as the elevated plus maze, open field,
or light-dark box.
Maorphologicall  Enlarged lateral ventricles Measurements of the volume of lateral ventricles using in vivo imaging techniques
physiological such as magnetic resonance imaging or postmortem analysis.

Merphology of cortical, striatal,
thalamic, and limbic areas

Myelination

Glial cells

Integrity of extracellular matrix

Meurotransmitter-related
alterations

Patterns of brain activity

Includes measures of size/volume of brain areas, numbers of neurons, dendritic
changes, and synaptic proteins.

Assessment of the extent of myelination, particularly of cortical axons.

Changes in microglia, oligodendrocytes, and astrocytes are commonly studied.

Alterations in structures such as perineuronal nets and proteins, induding reelin.

Effects on dopamine, glutarmate, serotonin (5-HT), GABA (notably parvalbumin-
containing interneurans), glycine, D-serine, and neuroactive steroids.

Meural activity, dopamine neuron, activity, and patterns of oscillatory activity are
measured using in vitro and in vive electrophysiology techniques.

While these measwres relate to schizophrenia, it should be noted that none are exclusive for the disorder. '® See in-text citations for specific references to the
measures listed.
GABA, gamma-aminobutyric acid; 5-HT, 5-hydroxytryptamine; NMDA, N-methyl-D-aspartate.

Figure 23 : Paramétres comportementaux et morphologiques / physiologiques attendus
dans un modeéle de schizophrénie. Issu de Winship et al., 2019.

1.7.3 Validité de construction

Une revue chronologique des modalités de construction des modeéles animaux de

schizophrénie est décrite ci-aprés, ce qui comprend les especes utilisées, les

caractéristiqgues (comme le sexe) des animaux, les types de facteurs utilisés.

De 1970 a 1980 : les premieres études

Les premiers modeles ont utilisé le rat comme espece privilégiée (Braff & Geyer, 1980; Stille
& Sayers, 1975) bien que quelques études chez le chat (Sudilovsky, 1975) et les primates
(Ridley et al., 1979) aient été également publiées. Ces modéles ont utilisé une approche
pharmacologique en administrant des drogues connues pour déclencher des symptémes
de type positif telles que 'amphétamine (Gambill & Kornetsky, 1976; Ridley et al., 1979;
Sudilovsky, 1975), la morphine (Stille & Sayers, 1975), ou encore le diéthylamide de I'acide
lysergique ou LSD (Braff & Geyer, 1980).
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De 1980 a 1990 : L’hypothése neurodéveloppementale

Dans les années 1980 de nouvelles approches sont apparues, notamment le fait
d’administrer des agents pharmacologiques (dopamine, lysophosphatidylcholine,
immunoglobuline G) directement dans le cerveau (par voie intraventriculaire, intrathécale)
(Dubach & Bowden, 1983; Kline & Reid, 1985; Vilkov et al., 1983). Des modéles Iésionnels
non pharmacologiques ciblant par exemple l'aire tegmentale ventrale ont également été
utilisés (Kirkpatrick & Buchanan, 1990; Oades, 1982). Les toutes premieres études prenant
en compte I'hypothése neuro-développementale de la schizophrénie sont également
publiées (intoxication néonatale au manganése chez le rat : Donaldson et al., 1982), bien
que les modeéles de Iésions cérébrales précoces ne soient plus largement utilisés qu’a partir
de 1985 (Robert & King, 1988; Weinberger, 1987). Jusqu’en 1980 les modéles
pharmacologiques se focalisent sur des administrations aigués, et les administrations
chroniques commencent a étre effectuées a partir de 1980 (Braff & Geyer, 1980; Kokkinidis
& Anisman, 1981; Orzi et al., 1983).

A partir de 1985, on voit apparaitre un nouveau type de modele animal basé sur la sélection
de criteres comportementaux. Par exemple des rats ayant une propension plus élevée a la
catatonie, symptdome considéré comme modélisant un type de schizophrénie, présentent
une augmentation de certains processus oxydatifs ce qui est une piste pour la
compréhension des mécanismes impliqués dans cette pathologie (Kamyshanskaia et al.,
1990). Les espéces utilisées sont quasiment uniquement des rongeurs (quelques primates,
mais rarement (Barsoum et al., 1986; Ellenbroek et al., 1989)) et le modele de rat traité a
'amphétamine fait 'objet de nombreuses études et critiques (Hollingsworth & Mueller, 1988;
Mamelak et al., 1985; Robinson & Becker, 1986; Schmidt et al., 1985), ce qui va mener a
des modéles plus proches de la construction de la maladie avec I'essor des modeles

neurodéveloppementaux.

De 1990 a 2000 : 'hippocampe, structure cible

C’est dans les années 1990 que 'hippocampe devient une structure cible dans I'étude de la
schizophrénie, notamment avec des modéles de Iésions chez le rat (Halim & Swerdlow,
2000; Lipska et al., 1995; Schmajuk et al., 2000; Swerdlow et al., 1995). De plus, du fait de
la progression des études génétiques qui tentent de sélectionner des génes d’intérét (Lipska
& Weinberger, 2000; Mc Innes & Freimer, 1995; Niculescu et al., 2001), la souris commence
a étre utilisée de maniére plus importante. En cette fin de XX®™® siecle, I'intérét se porte
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davantage sur la perturbation précoce du systéme immunitaire chez les schizophrénes, ce
qui entraine I'apparition de modeles animaux d’infection néonatale (Pearce et al., 2000;
Solbrig et al., 2000).

La validité de construction des modéles s’améliore, avec I'utilisation des connaissances sur
'aspect neurodéveloppemental de la schizophrénie. Cependant I'aspect multifactoriel de
I'étiologie n’est pas encore pris en compte. En effet, les modeéles n’utilisent qu’'un élément

conditionnant, qu’il soit pharmacologique, Iésionnel, génétique, etc.

De 2000 a 2010 : ’hypothése d’interactions génes x environnement

C’est a partir des années 2000 que des modéles associant plusieurs facteurs apparaissent,
suite au développement de I'hypothése d’'une étiologie multifactorielle de la schizophrénie
qui comprend une interaction entre une prédisposition génétique et un ou plusieurs facteurs
environnementaux (voir Figure 10) (Ellenbroek, 2003). Entre 2000 et 2010, quelques
modeles a deux facteurs apparaissent, ils associent une modification génétique (NRG1 KO,
Nurr-null hétérozygote, efc.) et un facteur pharmacologique (administration de THC) ou
environnemental (isolation post natale, stress prénatal) (Boucher et al., 2007; Eells et al.,
2006; Oliver & Davies, 2009).

De 2010 a aujourd’hui : les modéles multifactoriels

La réelle augmentation de la mise au point de ces modeles multifactoriels ne se fait qu'a
partir de 2010 (Khan & Powell, 2018; Moran et al., 2016).

Ces modeéles d’interaction géne x environnement se rapprochent sensiblement de la
connaissance actuelle de I'étiologie de la schizophrénie, leur validité de construction est
donc tres satisfaisante. L’hypothese d’une étiologie multifactorielle de la schizophrénie
associe une prédisposition génétique a deux facteurs environnementaux, I'un précoce et
lautre tardif (voir Figure 10) (Ellenbroek, 2003). Ainsi, si 'on souhaite approcher au
maximum des connaissances actuelles de I'étiologie de la schizophrénie, il semble pertinent
de mettre au point et utiliser des modéles animaux a plusieurs facteurs, trois selon
Ellenbroek (2003), avec notamment: une altération génétique (qui prédispose a la
pathologie), un premier facteur environnemental précoce (qui fragilise les individus) et un
second tardif (qui déclenche les symptémes). Ce type de modele existe, mais est trés peu
représenté dans les études chez les rongeurs, avec uniquement deux exemples dans la
littérature (Chen et al., 2011; Kekesi et al., 2015). Récemment, un troisieme modéle « 3-
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hit » associant une mutation du géne DISC1 (« Disrupted in schizophrenia 1 »), séparation

maternelle et traitement chronique par la kétamine vient d’étre publié (Sultana & Lee, 2020).

La plupart des modéles, notamment concernant les rongeurs, concernent essentiellement
des animaux méales (Feldon & Weiner, 1992; Halim & Swerdlow, 2000; Rajagopal, Massey,
et al., 2016; Rots et al., 1996; Winter et al., 2008), I'étude des femelles étant considérée
comme plus complexe de par la variabilité induite par les cycles hormonaux. Pourtant, cette
variabilité n’est pas plus importante que celle induite par la hiérarchie sociale et les combats
de territoire chez les méles (Arakawa, 2018). De plus, des différences existent entre les
hommes et les femmes dans la schizophrénie (Abel et al., 2010; Aleman et al., 2003) et
I'étude les deux sexes dans les modéles animaux est encouragée (M Leger & Neill, 2016).
Les modéles animaux commencent donc a prendre ce parametre en compte (Deloulme et
al., 2015; Ellenbroek et al., 2000; Ni et al., 2019) ce qui augmente leur validité de

construction.

Récemment, le zebrafish a commencé a étre considéré comme un modeéle intéressant de
schizophrénie. En effet, il présente plusieurs avantages comme un taux de reproduction
élevé, un génome trés bien connu et une transparence de son corps a certains stades
larvaires qui permet des expérimentations d’imagerie non invasive. Les modeles de
schizophrénie utilisant le zebrafish peuvent donc étre utiles pour étudier 'aspect génétique

de la schizophrénie ainsi que certains aspects comportementaux (Gawel et al., 2019).

En 50 ans la construction des modéles animaux de schizophrénie a beaucoup évolué. Les
premieres études en 1970 utilisaient une administration aigué d’amphétamine chez le rat,
puis en 1980 les administrations chroniques ont commencé a étre utilisées. C’est également
a cette époque que I'hypothése neurodéveloppementale de la schizophrénie a été étudiée
avec l'utilisation d’interventions précoces dans les modeles animaux. A partir de 1990,
I'hippocampe a été une structure particulierement ciblée et les modéles de schizophrénie
ont commenceé a délaisser le rat pour favoriser la souris grace aux possibles manipulations
génétiques chez cette espéce. Au début du 21°me siécle, c’est I'nypothése d’interactions
genes x environnement qui est développée, avec I'apparition des modéles multifactoriels,

d’abord a deux facteurs, puis a partir de 2010, quelques modéles a trois facteurs.

1.7.4 Validité de prédiction

Ce type de validité renvoie a la capacité des antipsychotiques a améliorer les symptémes

observés dans les modeles animaux de schizophrénie.
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De 1970 a 1980 : clozapine et halopéridol

Des les années 1970, avec les tout premiers modeles animaux de schizophrénie, les
antipsychotiques de premiére génération étaient utilisés pour tester la capacité des
molécules de référence a diminuer ou supprimer les symptémes (souvent les stéréotypies
et I'hnyperlocomotion) induits par des agents pharmacologiques. Les antipsychotiques
utilisées étaient en particulier la clozapine (Stille & Sayers, 1975) et I'haloperidol (Ridley et
al., 1979).

De 1980 a 1990 : effets secondaires

Bien que l'observation des effets secondaires chez les patients ait été bien plus précoce
(Labhardt, 1954), c’est dans les années 1980 que I'étude de ces effets secondaires des
antipsychotiques sur des modéles animaux fait son apparition avec I'évaluation des
dyskinésies (Barsoum et al., 1986; Chiu et al., 1985; Gunne et al., 1984; Rajakumar et al.,
1987). Des études s’intéressent a des nouvelles molécules qui bloquent I'effet secondaire
dyskinésique de I'haloperidol, comme le L-prolyl-L-leucyl-glycinamide (PLG) (Chiu et al.,
1985; Rajakumar et al., 1987). D’autres études portant sur plusieurs systemes de
neurotransmission évaluent les effets de nouvelles molécules pour contrebalancer les effets
secondaires des antipsychotiques. Par exemple, I'utilisation d’'un agoniste aux récepteurs
dopaminergiques D1 est étudiée pour sa capacité a contrebalancer des symptémes de type
positif et négatif chez le singe (Ellenbroek et al., 1989). Un autre exemple, le valproate de
sodium, un inhibiteur de la GABA transaminase, montre des effets anxiolytiques
encourageants (Raevskii et al., 1985). On peut également citer les agonistes opioidergiques
qui diminuent ou annulent les symptdmes induits par 'administration d’hallucinogénes (LSD
et N,N-dimethyltryptamine (DMT)) chez le rat (Domino, 1986). Ou encore des antagonistes
des récepteurs sérotoninergiques 5-HT2 qui peuvent annuler un déficit d’inhibition du

sursaut chez le rat (Geyer & Braff, 1987).
De 1990 a 2000 : nouvelles cibles

Dans les années 1990, plusieurs études sur des modeles pharmacologiques chez le
rongeur comparent les effets de différents antipsychotiques, de premiére et seconde
génération, afin d’étudier les mécanismes qui sous-tendent leurs effets (Johansson et al.,
1995; Noda et al., 1995; Swerdlow et al., 1998; Tiedtke et al., 1990).
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La clozapine étant le chef de file des antipsychotiques de seconde génération mis sur le
marché, cette molécule est largement étudiée (Weiner et al., 1996). Son efficacité a
contrebalancer des symptdmes comme le déficit d’inhibition du réflexe de sursaut est
comparée a des antipsychotiques de premiére génération (Hoffman, 1992; Mortimer, 1997;
Swerdlow et al., 1994). D’autres molécules sont utilisées pour améliorer les déficits induits
dans les modéles animaux. Sams-Dodd a testé la capacité de médicaments sédatifs,
analgésiques et antidépresseurs a contrebalancer des déficits sociaux et des symptomes
de type positif et a montré 'absence d’effet du diazépam, du citalopram, de la méthadone
et de la naloxone sur les déficits sociaux (Sams-Dodd, 1998). Certaines études incitent a
s’intéresser a la modulation de nouvelles cibles, en ciblant les systémes sérotoninergique
et cholinergique en plus du systeme dopaminergique (Poirier-Littre, 1992), avec notamment
I'étude du blocage du récepteur sérotoninergique 5-HT2a en association avec des agonistes
dopaminergiques (Ellenbroek et al., 1996; Martin et al., 1997).

De 2000 a 2010 : symptomes négatifs et déficits cognitifs

Dans les années 2000, le test d’inhibition du réflexe de sursaut fait débat. Ses partisans
mettent en avant la possibilité de différencier les antipsychotiques typiques et atypiques. En
effet, les déficits induits dans ce test par des antagonistes des récepteurs glutamatergiques
sont généralement améliorés uniquement par les antipsychotiques typiques (Moser et al.,
2000; Suemaru et al., 2008). De plus, ce test permet de tester des candidats médicaments
(neurotensine, acide valproique) en les comparant aux deux générations d’antipsychotiques
(Feifel et al., 2011; Feifel et al., 2004). A l'inverse, les détracteurs du test d’inhibition du
réflexe de sursaut dénoncent le défaut de ce test qui ne permet pas d’évaluer les déficits
cognitifs et les symptomes de type négatif. Ce qui ne permet pas d’identifier des
antipsychotiques qui auraient une action sur ces symptémes (Pratt et al., 2008; Wilson &
Terry, 2010).

De 2010 a aujourd’hui : comparaisons antipsychotiques typiques et
atypiques

Les symptémes de type négatif sont de plus en plus étudiés (Gururajan et al., 2010; Wilson
& Terry, 2010), en utilisant des antipsychotiques typiques (halopéridol, chlorpromazine),
atypiques (clozapine, rispéridone) mais aussi d’autres molécules (diazépam et certains
agonistes du récepteur nicotinique a-7 , notamment) (Becker & Grecksch, 2004; Chindo et

al., 2012; Pedersen et al., 2014; Pratt et al., 2008; Rueter et al., 2004). Les déficits cognitifs
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sont également davantage étudiés dans le cadre de la validité de prédiction (Amitai &
Markou, 2010; Brown et al., 2014; Cannon et al., 2013; Crawley et al., 2007; Floresco et al.,
2005; Gastambide et al., 2013; Hoffman & Basurto, 2014; Kostrzewa et al., 2016; Nakako
et al., 2013; Pratt et al., 2008; Wilson & Terry, 2010).

Cependant, les symptoémes négatifs et les déficits cognitifs ne sont toujours pas traités d’'une

maniére optimale par les antipsychotiques (Wilson & Terry, 2010; Winship et al., 2019).

A partir de 2010, les modéles animaux multifactoriels font leur apparition mais ils sont
encore peu utilisés pour étudier la validité de prédiction. Dans la revue de Moran et al. (2016)
axée sur les modéles a deux facteurs, seules 7 études sur 29 ont testé la capacité
d’antipsychotiques utilisés en clinique a améliorer les symptdmes induits, les molécules de
référence les plus utilisés étant la clozapine et I'halopéridol, dont les effets respectifs étaient
souvent comparés (Moran et al., 2016). Aujourd’hui, il n’existe pas d’études testant la
capacité d’agents pharmacologiques a diminuer l'intensité des symptémes psychotiques et
des déficits cognitifs induits dans les rares modeles a trois facteurs (Chen et al., 2011;
Kekesi et al., 2015; Sultana & Lee, 2020).

Des antipsychotiques nouveaux continuent d’étre mis sur le marché, c’est le cas de la
lurasidone (LATUDA®, approuvée en 2010 par la FDA (Jaeschke, et al., 2016)) ou plus
récemment de la lumatéperone (CAPLYTA™ approuvée en 2019 par la FDA (Greenwood
et al., 2020)). Leurs propriétés pharmacologiques (notamment I'antagonisme pour les
récepteurs 5-HT2a) leur conférent une efficacité intéressante pour améliorer les symptémes
de type négatif et les déficits cognitifs (Horiguchi et al., 2016; Ishiyama et al., 2007;
Rajagopal, Massey, et al., 2016) ainsi que des effets secondaires réduits par rapport aux
antipsychotiques déja existants (Citrome, 2012; Greenwood et al., 2020; Jaeschke et al.,
2016; Jones et al., 2020; Lieberman et al., 2016; Meyer et al., 2009). Ce sont donc ces
nouveaux antipsychotiques qui ont vocation a étre utilisés pour évaluer la validité de

prédiction des modéles animaux de schizophrénie.
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1.8 Objectifs

Au vu de ce qui a été développé dans le chapitre introductif de cette thése, bien que
I'étiologie de la schizophrénie soit multifactorielle, les modeéles animaux combinant deux,
voire trois facteurs, sont rarement décrits dans la littérature. Les études épidémiologiques
ont mis a jour de nombreux facteurs de risque qui nous ont permis de sélectionner des
facteurs pertinents pour la mise en place de plusieurs modéles multifactoriels qui ont été
évalués lors de cette these.

Les antipsychotiques actuels ne prennent pas en charge certains symptémes, en particulier
les symptoémes négatifs et les déficits cognitifs. Ainsi, I'amélioration des traitements doit
nécessairement passer par l'utilisation de modeles animaux pertinents présentant ces
déficits. C’est pourquoi I'accent a été mis dans ce travail sur la mesure des symptomes

négatifs et des déficits cognitifs.

L’objectif de cette thése a donc été d’évaluer la pertinence d’'un modéle innovant, combiné,
de schizophrénie, congu sur I'association de trois facteurs : une altération génétique, un

premier facteur environnemental, précoce, et un second, plus tardif.

L’altération génétique choisie est une délétion partielle du géne MAP6, codant pour la
stabilisation des microtubules (Merenlender-Wagner et al., 2010; Powell et al., 2009; Volle
et al., 2013). En association avec cette délétion partielle, un stress précoce a été choisi.
Celui-ci consiste en une séparation maternelle de 24h lorsque les souriceaux sont agés de
9 jours (Bouet et al.,, 2011; Ellenbroek et al., 1998; Rots et al., 1996; Zimmerberg &
Shartrand, 1992). Le facteur environnemental tardif consiste en une administration
chronique de A-9-tetrahydrocannabinol (THC) (I'un des principes psychoactifs du cannabis)
durant I'adolescence (du 32°™ jour post natal (« post natal day » : PND) au PND 52) (Khan
& Powell, 2018; Moran et al., 2016).

Ce modéle appelé « 3-hit » a été construit en respectant au mieux les connaissances
étiologiques de la schizophrénie, lui octroyant une bonne validité de construction. Nous
avons évalué de maniére approfondie sa validité d’apparence. Sa validité de prédiction a
été également abordée de maniére moins approfondie.

Concernant la validité d’apparence, des études comportementales, immunohistologiques,
électrophysiologiques, et en imagerie (IRM) anatomique et de diffusion ont été réalisées.
En termes de comportement, des tests ont été réalisés pour évaluer les symptémes de type
positif (mesure de l'activité locomotrice), de type négatif (tests sociaux ou mesurant
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'anhédonie) et les déficits cognitifs (évaluant les performances de mémoires de travail, de
reconnaissance, de référence et d’apprentissage) mais également la latéralité olfactive et
l'inhibition comportementale avec le test d’inhibition du réflexe de sursaut. Nous avons
utilisé 'immunohistochimie pour quantifier la densité d’'interneurones GABAergique positifs
a parvalbumine, un paramétre cellulaire clef dans I'étude de la schizophrénie. Nous avons
utilisé 'imagerie anatomique pour mesurer le volume de structures clefs comme le cortex
préfrontal et 'hippocampe. Ainsi que I'imagerie de diffusion pour observer d’éventuelles
altérations de [I'hippocampe et du corps calleux (article 1). Nous avons utilisé
I'électrophysiologie ex vivo pour étudier le systéeme glutamatergique hippocampique et
obtenir des indices physiologiques pouvant étre reliés a certaines performances de mémoire
pour lesquelles cette structure est impliquée. Nous avons €galement utilisé cette technique
pour étudier le systeme GABAergique hippocampique dans le modéle 3-hit (article 2). Une
autre mesure comportementale a été réalisée grace au développement récent d’'un nouveau

test (article 3) : I'évaluation de la latéralité olfactive des souris 3-hit (article 4).

Concernant la validité de construction, I'évaluation du modéle 3-hit a été caractérisée en
évaluant I'impact de la délétion partielle du gene MAP6 seule (étude complémentaire ;
supplementary results de 'article 1) et sur des animaux ayant subi les deux autres facteurs
du modele 3-hit (article 1). Ce modéle sera également comparé a deux autres modeéles,
'un a trois facteurs (délétion partielle du géne MAPG, séparation maternelle, administration
sub-chronique de MK801 : article 5), 'autre a deux facteurs (délétion du géne de la sérine

racémase (SR), séparation maternelle : Poster, Francois Ménager).

Concernant la validité de prédiction, nous avons choisi d’utiliser un antipsychotique pour
évaluer sa capacité a contrebalancer les symptédmes observés chez les animaux « 3-hit » :
la lurasidone. Le choix s’est porté sur cet antipsychotique de derniere génération pour ses
propriétés pro-cognitives avancées dans la littérature. Nous avons réalisé une étude
permettant de caractériser les paramétres pharmacocinétiques de cet antipsychotique et

son absence d’effets comportementaux délétéres chez des animaux témoins (article 6).
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Ainsi, afin de caractériser le modéle 3-hit au regard des trois types de validité, nous avons

réalisé plusieurs études.
Article 1 :

Pour déterminer la validité d’apparence du modele 3-hit, et mesurer I'impact du traitement
chronique au THC sur les deux autres facteurs, nous avons réalisé une large analyse
comportementale ainsi qu'une étude d’imagerie et d’'immunohistochimie. Cette étude a fait
'objet d’une publication dans le journal Schizophrenia Research en 2020 (Bouet et al.,
2020).

Article 2 :

Dans le but d’étayer notre connaissance de la validité d’apparence du modele 3-hit,
notamment avec la comparaison des méales et des femelles, nous avons réalisé une étude
électrophysiologique. Un article est actuellement soumis a International Journal of Molecular
Sciences.

Article 3 :

Pour adapter les mesures comportementales aux capacités sensorielles des animaux, nous
avons développé un nouveau test comportemental permettant de mesurer la latéralité
olfactive chez deux souches de souris. Un article portant sur cette étude a été publié dans
le journal Symmetry (Jozet-Alves et al., 2019).

Article 4 :

Pour caractériser la latéralité olfactive du modele 3-hit nous avons utilisé le test
comportemental développé dans l'article 3. Un article portant sur cette étude est en cours

de préparation pour le journal Nature Protocols.
Article 5 :

Afin de mesurer I'impact du facteur tardif sur un modéle de schizophrénie a trois facteurs
comprenant la délétion partielle du gene MAP6 et une séparation maternelle, nous avons
construit un autre modele a trois facteurs (modele « 3-M ») qui differe du modele 3-hit
uniguement par la nature du facteur tardif. Nous avons réalis€é une analyse
comportementale ainsi qu'une étude en immunohistochimie permettant de mesurer la
densité des interneurones GABAergiques a parvalbumine dans des structures cérébrales
clefs (hippocampe et cortex préfrontal). Un article portant sur les résultats comportementaux
des groupes témoin, 1-hit et 3-M est actuellement soumis a Behavioural Brain Research.
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Article 6 :

Pour définir les critéres d’évaluation de la validité de prédiction en utilisant la lurasidone,
nous avons réalisé une étude préliminaire pharmacocinétique de cet antipsychotique (en
collaboration avec le Dr Since, Centre d’Etudes et de Recherche sur le Médicament de
Normandie, équipe d’accueil 4258, Université de Caen Normandie) et vérifié son absence

d’effets comportementaux déléteres.

Cette étude a permis d’approfondir les connaissances sur les propriétés pharmacologiques
(en particulier pharmacocinétiques) de la lurasidone dans le modéle murin
d’expérimentation, la souris C57BL/6. Ces données nous permettront en particulier
d’adapter le mode d’administration chronique de cet antipsychotique lors d’études de validité
de prédiction futures. Un article portant sur cette étude a été publié dans le journal
Pharmacology, Biochemistry and Behavior en 2020 (Percelay et al., 2020).

Etude complémentaire :

Afin de mesurer I'effet de la délétion partielle du gene MAPG6 sans association avec d’autres
facteurs, nous avons réalisé une étude comportementale permettant de montrer 'absence
d’effet de cette délétion partielle seule sur 'inhibition du réflexe de sursaut et la mémoire a

long terme.
Poster :

Pour caractériser un autre modele de schizophrénie basé sur deux facteurs et utilisant une
autre modification génétique (SR KO) associée au protocole de séparation maternelle, nous
avons realisé une étude comportementale (en collaboration avec Frangois Ménager, Master
2). Cette étude a permis d’étudier la validité d’apparence et la validité de construction de ce

modele « 2-hit ».
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2.1 Animaux

2.1.1 Reproduction et modification génétique

Lors de ce travail, nous avons utilisé deux souches de souris génétiquement modifiées : les

souris hétérozygotes MAPG6 et les souris SRKO.

Les animaux utilisés pour les modéles « 3-hit » et « 3-M » sont issus d’un croisement entre
des souris C57BL/6 femelles (provenant du laboratoire Janvier Labs, 53940, Le Genest-
Saint-Isle) et des males hétérozygotes pour le gene MAP6 (maintenus en colonies au
Centre Universitaire de Ressources Biologiques (CURB) de l'université de Caen depuis
2012). Cette délétion genétique partielle a été développée par I'lnstitut des Neurosciences
de Grenoble (A. Andrieux) sur la base de croisements entre des souris 129 SvPas (dont le
gene MAPG6 a été supprimé par le ciblage de I'exon 1) et BALBc provenant du laboratoire

Charles River.

Les animaux SRKO utilisés pour le modeéle « 2-hit » sont issus de croisements entre des
souris méles et femelles C57BL/6 Knock-out (KO) pour le géne SR (Basu et al., 2009). Ces
croisements permettent d’obtenir des individus SRKO. Les souris témoins sont des C57BL/6

Wild Type (WT) (provenant du laboratoire Janvier Labs).

2.1.2 Hébergement

Les animaux sont maintenus dans des cages standard (polycarbonate, 396mm x 215mm x
172mm) dont la litiere est composée de sciure, avec un enrichissement composé de
copeaux de carton et d’'un abri en papier maché. Les souris sont hébergées avec leur mere
jusqu’au sevrage puis par groupes non-mixtes de 5 individus. La nourriture et 'eau sont
disponibles ad libitum au sein d’'une animalerie ayant un cycle de lumiére / obscurité normal
(lumiere de 7h a 19h) et dont la température est maintenue a 22°C +/- 2. Les animaux sont
transférés dans I'animalerie du laboratoire apres le sevrage (pour les animaux utilisés pour
les modéles « 3-hit » et « 3-M »), ou a 'age de deux mois (pour les animaux utilisés dans
I'article 6 et le poster). Les conditions d’hébergement dans cette animalerie sont similaires
a celles du CURB a I'exception du cycle de lumiére qui est inversé (lumiere de 19h a 7h)
afin de pouvoir réaliser les expérimentations lors de la phase d’éveil des animaux. Le
transfert d’animalerie est suivi de 2 semaines durant lesquelles les animaux ne réalisent

aucun test comportemental.
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Aprés le sevrage, les animaux sont identifiés par une puce sous-cutanée placée au niveau
du dos sous anesthésie (isoflurane (5% - 2,5%) dans un mélange O2/N20 (0,3/0,7)). Au
méme moment, un préléevement de tissu (bout de la queue ou poils au niveau de la joue)
est réalisé afin de réaliser le génotypage de chaque animal. En effet, j’ai pu au cours de ma
these raffiner la méthode de prélevement de tissu afin de prendre en compte au mieux le
bien-étre animal. Ainsi au début, jeffectuais des prélévements de queue puis apres un an

de thése, jai réalisé des prélevements de poils.

2.1.3 Ethique

Toutes les expériences ont été realisées en conformité avec la directive du Conseil de
'Union Européenne et approuvées par le Comité d’Ethique Normandie en Matiére
d’EXpérimentation animale (CENOMEXA), numéros APAFIS#2016120817103795 et
APAFIS#20994-2019050617054190_v2.

L’éthique en expérimentation animale

L’utilisation d’animaux est régie par des régles permettant le respect du bien-étre animal.
Les projets de recherche utilisant des animaux sont soumis a une évaluation par des
comités éthiques. Une demande d’autorisation de projet doit étre rédigee afin de justifier
toutes les interventions qui seront réalisées chez l'animal, en évaluant la souffrance
(physique et/ou psychologique), la douleur et 'angoisse, en justifiant le choix de I'espéce,
le nombre d’animaux utilisés, et en prouvant que la régle d’or, regle des 3R, de I'éthique en

expérimentation animale sera respectée (Inserm, 2020b) :
- Reéduire le nombre d’animaux,

- Raffiner les expérimentations (réduire, supprimer ou soulager l'inconfort, la douleur,
la détresse ou l'angoisse subie par les animaux ; obtenir plus d'informations

pertinentes a moindre colt en termes de "mal étre" animal),

- Remplacer les études in vivo par d’autres études (in vitro, in silico) lorsque cela est

possible.

Cette demande d’autorisation de projet est évaluée par un comité d’éthique (dans le cadre
de mon travail, il s’est agi du Comité d’Ethique NOrmandie en Matiére d’EXpérimentation
Animale (CENOMEXA, n°54)) qui autorise le projet, le refuse ou demande des explications
supplémentaires ou des modifications. C’est le ministére en charge de I'enseignement

supérieur et de la recherche qui délivre les autorisations.
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Les expérimentations animales ne peuvent se faire sans cette autorisation de projet, et le
personnel qui effectue les manipulations et rédige le projet de recherche doit également étre

détenteur d’'une formation a I'expérimentation animale.

2.1.4 Génotypage

Le génotypage est realisé directement apres le prélevement. L’ADN est extrait en plagant
les échantillons dans 90uL d’'une solution de NaOH en bain a sec pendant 10min avant de
neutraliser I'effet basique avec 10uL de Tris HCI 1M (pH 0,8). Une PCR (« Polymerase
Chain Reaction ») est ensuite réalisée avec les amorces 1-NEO2 (GAT TCC CACTTT GTG
GTT CTA AGT ACT G), 2-STOP-REV (CTG GGA AAACCAGTG TGG AAACTG TTA), et
3-STOP-1 (GCA GAT GCC CTC AAC AGG CAA ATC CGGQG). La révélation se fait dans un

gel d’agarose (0,75g pour 50mL de solution) par électrophorese.

2.1.5 Séparation maternelle

La séparation maternelle est réalisée une seule fois au 9™ jour de vie des souriceaux
(Bouet et al., 2011). Le matin, a 9h les deux génitrices sont retirées de la cage contenant
les souriceaux et placées dans une autre cage adjacente. Apres 24 heures, les meres sont
replacées dans la cage contenant les souriceaux. Pour s’abstraire du biais de manipulation
de la mere par I'expérimentateur, la condition contrdle consiste en ce méme protocole qui

dure seulement 20 secondes.

2.1.6 Traitements pharmacologiques

Pour tous les traitements pharmacologiques, 'administration était de 10mL pour 1kg de

poids corporel.

2.1.6.1 THC

Le tetrahydrocannabinol (THC, Sigma-Aldrich©, Ref T2386) est solubilisé dans une solution
a 3,5% de polysorbate 80 (Tween 80, Sigma-Aldrich©, Steinheim, Germany) dans du sérum
physiologique, a la concentration de 8mg/10ml. Cette solution est administrée par voie

intrapéritonéale une fois par jour du 32°™e jour de vie des souris a leur 52°™¢ jour.
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2.1.6.2 MKB801

Le MK801 (Sigma-Aldrich©®) est mis en solution dans du sérum physiologique a la
concentration de 0,05mg/10ml. Ce produit est administré par voie intrapéritonéale une fois

par jour durant 5 jours.

2.1.6.3 Lurasidone

La lurasidone hydrochloride (Synthenova®, Hérouville Saint-Clair, France) est solubilisée
dans une solution de polysorbate 80 a 0,1% dans du sérum physiologique, a la
concentration de Tmg/10ml. Ce produit est administré par voie intrapéritonéale une fois par
jour en commencant les injections une semaine avant le début des tests, lesquelles sont

ensuite poursuivies pendant toute la durée des tests comportementaux.

2.2 Tests comportementaux

Sur la base des données de la littérature, nous avons choisi une large batterie de tests
permettant d’évaluer les symptdomes de type positif (actimétrie, open field), de type négatif
(tests sociaux, anhédonie) et les déficits cognitifs (alternance spontanée, reconnaissance
d’objet, reconnaissance de place, piscine de Morris) mais également d’autres paramétres

modulés chez les schizophrenes comme la latéralité (motrice et olfactive) et l'inhibition.

Les tests comportementaux ont été réalisés sur 'ensemble des animaux des groupes

expérimentaux.

Concernant les tests de la boite noire et blanche, de la préférence au sucrose, et de la
piscine de Morris, les protocoles ont été décrits dans I'article Bouet et al., 2020.

Tous les tests comportementaux ont été réalisés entre 9h et 18h avec au préalable une
habituation de 30min a la salle de test. Les souris ont été systématiquement manipulées
pendant plusieurs jours avant les tests comportementaux par I'expérimentateur concerné.
Les dispositifs expérimentaux ont été nettoyés par une solution d’éthanol a 70% entre
chaque passage de souris.

L'ordre de passage dans les différents tests comportementaux a été pseudo-randomisé par

groupes expérimentaux.

Tous les tests sont filmés.
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2.2.1Tests mesurant les symptémes de type positif

2.2.1.1 Open field

Le dispositif consiste en 4 arénes de 50cm x 50cm x 50cm, ce qui permet de tester 4 souris
simultanément. Le plancher infrarouge permet d’enregistrer les animaux en absence de
lumiere (Olux). L'activité motrice est mesurée par vidéo tracking (NOLDUS®, Ethovision)

durant les 30min de test.

Ce test permet de mesurer I'activité motrice spontanée. Nous avons souhaité également
évaluer le comportement de type anxieux en utilisant la thigmotaxie comme décrit par Prut
et Belzung (Prut & Belzung, 2003) (voir Figure 24 A).

2.2.1.2 Actimétrie

L’activité motrice spontanée a été mesurée en environnement restreint grace a un actimétre
automatique (Imetronic®). Les souris ont été placées individuellement durant 1h dans une
cage standard (19cm x 11cm x 14cm) équipée de 2 rayons infrarouges. Le nombre
d’interruptions des rayons infrarouge par I'animal lors de ses mouvements est enregistré

automatiquement et refléte I'activité motrice (Since et al., 2013) (voir Figure 24 B).

A. B.

Figure 24 : Schéma de l'open field (A) et photographie du dispositif d'actimétrie (B).
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2.2.2 Tests mesurant les symptomes de type négatif

2.2.21 Tests de comportement social (interaction sociale et

reconnaissance sociale)

Nous utilisons ici un protocole permettant I'étude chez la souris d’'une part, de la sociabilité
et d’autre part, de la reconnaissance sociale basée sur la préférence pour la nouveauté. De
maniéere intéressante, des altérations des comportements sociaux caractérisent certains

symptomes associés a la schizophrénie (Bouet et al., 2016).

Deux dispositifs ont été utilisés, le premier limitait les interactions et a donc été remplacé en
2019 par le second (voir Figure 25 A).

Le premier dispositif utilisé comporte une chambre de test (27cm x 18cm x 21cm) qui
contient trois compartiments interconnectés, ainsi que deux emplacements latéraux (6,5cm
x 18cm x 21cm) pour les souris stimulus disposées aux extrémités de la chambre de test et
séparées de cette derniére par une paroi transparente percée (possibilités de contact visuel
et olfactif). La souris testée est placée dans le compartiment central de la chambre de test
et est libre de se déplacer dans cette chambre de test (Bouet et al., 2011).

Le second dispositif utilisé comporte une chambre de test (60cm x 40cm x 30cm) qui
contient trois compartiments interconnectés (20cm x 40cm x 30cm). Les deux
compartiments latéraux contiennent des cages permettant de placer les souris stimulus
(possibilités de contact visuel, olfactif et tactile). La souris testée est placée dans le
compartiment central de la chambre de test puis laissée libre de se déplacer dans toute
cette chambre (Crawley, 2007).

Afin de rendre attractive la souris stimulus pour la souris testée, on utilise des animaux qui
n'ont pas de liens de parenté avec la souris testée (néophilie), et qui sont toujours du méme
sexe que la souris testée (pour s’affranchir d’'une influence liée a l'attractivité sexuelle)
(Nadler et al., 2004).
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2.2.2.1.1 Test de sociabilité

Cette premiere phase consiste a placer une souris stimulus dans une des deux parties
latérales du dispositif prévu a cet effet (en alternant le cété utilisé), I'autre restant vide, puis

a placer la souris testée au centre du dispositif.

Le temps passé dans le compartiment latéral permettant des interactions avec la souris
stimulus et le temps passé dans le compartiment le plus éloigné de la souris stimulus sont
collectés manuellement. Un indice de sociabilité est calculé a partir de ces temps par la
formule : (individu stimulus) / (individu stimulus + compartiment vide) x 100. Ce test permet
de mesurer plus particulierement le caractere social des souris (Bouet et al., 2011), unindice
significativement supérieur a 50 indiquera une préférence pour le cété ou est placée la

souris stimulus.

2.2.2.1.2 Test de reconnaissance sociale

Cette seconde phase a lieu 30min aprés le test de sociabilité, délai durant lequel la souris
testée est remis dans sa cage (Ferguson et al., 2001; Macbeth et al., 2011). Elle consiste a
placer la méme souris stimulus que celle utilisée lors de la phase de sociabilité dans le
compartiment latéral opposé a celui utilisé precédemment (individu familier), et une autre
souris stimulus, qui n'a jamais été en contact avec la souris testée, dans lautre

compartiment latéral (individu nouveau).

Le temps passé par la souris testée dans les compartiments latéraux du dispositif est
mesuré manuellement. Un indice de reconnaissance sociale est calculé avec ces temps :
(individu nouveau) / (individu nouveau + individu familier) x 100. Ce test permet de mesurer
les performances de mémoire de reconnaissance sociale (Moy et al., 2009), un indice
significativement supérieur a 50 indiquera une préférence pour le cété comprenant I'individu

nouveadu.

2.2.2.2 Test de préférence au sucrose (Eagle et al., 2016)

Les animaux sont placés individuellement dans une cage d’hébergement pour la durée du
test. Une premiére phase consiste en une mesure de consommation d’eau pendant 24h
durant laquelle les souris ont accés a deux biberons contenant de I'eau. Ensuite, la seconde
phase consiste a proposer deux biberons (eau et solution de sucrose 2%) simultanément

pendant 72h a I'individu testé. L’anhédonie est estimée par la mesure du taux de préférence
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au sucrose, calculé ainsi : (consommation de solution de sucrose / consommation totale) x
100 (Pozzi et al., 2014) (voir Figure 25 B).

A. B.

Figure 25 : A. Schéma des deux dispositifs utilisés pour le test d’approche / évitement (en
haut : avant 2019 ; en bas : aprés 2019). S : souris stimulus ; T : souris testée. B.
Représentation du test de préférence au sucrose.

2.2.3 Tests mesurant les performances cognitives

2.2.3.1 Reconnaissance d’objet

Ce test est, au méme titre que le test de reconnaissance de place (voir ci-dessous), basé

sur la préférence innée des rongeurs pour la nouveauté (néophilie).

Une habituation a I'arene (30cm x 30cm x 30cm) et a des objets différents de ceux utilisés
pour le test est préalablement réalisée. Le test proprement dit consiste ensuite en une phase
d'acquisition durant laquelle la souris peut explorer 2 objets identiques (considérés ensuite
comme familiers). Un délai (1h ou 3h) est ensuite instauré avant la phase de rétention qui
consiste a placer a nouveau la souris dans l'aréne en ayant remplacé I'un des objets
familiers par un objet différent (objet nouveau) (voir Figure 26 A). Le temps d'exploration
(museau de la souris a moins d'1cm de I'objet) est mesuré manuellement via une caméra
et un index de discrimination est calculé : temps (objet nouveau - objet familier) / temps total
d'exploration.

L’utilisation de ce protocole permet de mesurer les performances de mémoire de

reconnaissance a long terme (Marianne Leger et al., 2013).
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2.2.3.2 Reconnaissance de place

Une habituation a I'arene (30cm x 30cm x 30cm) et a des objets différents de ceux utilisés
pour le test est préalablement réalisée. Ce test consiste en une phase d'acquisition de 10min
durant laquelle la souris peut explorer 2 objets identiques placés de maniére symétrique.
Un délai de 1h est ensuite instauré avant la phase de rétention (10min) qui consiste a placer
a nouveau la souris dans l'arene en ayant modifieé I'emplacement d'un des objets (objet
déplacé) (voir Figure 26 B). Le temps d'exploration (museau de la souris a moins de 1cm
de l'objet) est mesuré manuellement et un index de discrimination est calculé : temps (objet

déplacé - objet fixe) / temps total d'exploration.

Ce protocole permet de mesurer plus particulierement les performances de mémoire de
reconnaissance spatiale a long terme (Vogel-Ciernia & Wood, 2014).

2.2.3.3 Alternance spontanée

L’alternance spontanée est la tendance a alterner spontanément entre plusieurs options
possibles. Ce comportement est basé sur la tendance spontanée des rongeurs a explorer
un environnement nouveau et nécessite une mémoire de travail intacte afin de garder en

mémoire le choix effectué précédemment pour en faire un nouveau.

Le dispositif utilisé est un labyrinthe en Y dont les 3 branches sont également espacées
(22cm x 6,5cm x 10cm) (voir Figure 26 C). La souris testée est placée a I'extrémité d'un des
bras et est libre de se déplacer pour une durée de 5min. Le nombre et la séquence des
entrées (critére utilisé : franchissement des 4 pattes) dans les bras du labyrinthe sont
collectés manuellement. Une alternance est définie par 3 entrées consécutives dans les 3
bras du labyrinthe. Le pourcentage d'alternance est calculé par la formule : (nombre

d'alternances / nombre maximum théorique d'alternances) x 100.

Ce test permet notamment de mesurer la mémoire de travail spatiale (Freret et al., 2017).

2.2.3.4 Piscine de Morris (Brandeis et al., 1989; Morris, 1981)

Ce dispositif consiste en une piscine circulaire (120cm de diametre) remplie avec une eau
opaque a 21°C. Une plateforme carrée en plexiglas (13cm x 13cm) est dissimulée a 0,5cm
sous la surface sur un emplacement fixe (voir Figure 26 D). Les trajectoires de nage sont
enregistrées automatiquement (Ethovision, Noldus®). La phase d’apprentissage consiste

en 4 essais par jour (90s par essai, 20s de renforcement, et 1h d’intervalle entre les essais)
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durant 4 jours consécutifs. L’essai de restitution de I'apprentissage (pas de plateforme, 60s),

est réalisé 1h apres le dernier essai d’apprentissage (Bouet et al., 2007).

Le paradigme que nous avons mis en ceuvre permet d’étudier les performances

d’apprentissage et de mémoire spatiale des groupes expérimentaux testés.

2.2.3.5 Boite noire et blanche (LE810 Letica, Bioseb®, France)

Ce dispositif consiste en deux compartiments, I'un est grand et fortement éclairé (28cm x
27cm x 27cm, 900lux), accolé a un petit compartiment sombre (17cm x 27cm x 27cm, 100lux
en lumiére rouge). Ce test permet d’évaluer le comportement des souris exposées a la
nouveauté et notamment de mesurer le comportement de type anxieux (Costall et al., 1989)
(voir Figure 26 E). Il est basé sur la préférence qu’ont les souris pour un environnement
sombre et confiné en comparaison a un endroit vaste et éclairé. Chaque animal est placé
individuellement au centre du compartiment blanc et est libre de se déplacer dans les 2
compartiments pendant 5min. La latence a entrer dans le compartiment noir, le temps passé
dans chaque compartiment et le nombre de transitions entre les deux compartiments sont

mesurés (Lelong-Boulouard et al., 2006).

A. B.

Délai

Acquisition Retention

C. D. E.

|».]

Figure 26 : Schémas des dispositifs utilisés pour les tests de reconnaissance d'objet (A),

reconnaissance de place (B), alternance spontanée (C), piscine de Morris (D) et de la boite
noire et blanche (E).
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2.2.4 Tests mesurant la latéralité motrice et sensorielle

2.2.4.1 Test du coin

Ce test permet d’évaluer la latéralité motrice des animaux, ce qui peut refléter des
modifications de la latéralisation du systéme nerveux central. Le dispositif consiste en 2
murs verticaux (46cm de longueur sur 28cm de hauteur) réunis d’un c6té pour former un
coin avec un angle de 30°, une ouverture de 0,3cm est conservée. Les souris sont placées
individuellement face au coin a égale distance des deux murs (voir Figure 27 A). Lorsque
I'animal s’avance dans le coin, il se retourne d’un cété ou de 'autre pour faire demi-tour. Le
coté utilisé est noté au cours de 10 essais, permettant le calcul d’un indice de latéralité (IL)

individuel : IL = (Droit-Gauche) / nombre d’essais (Bouét et al., 2007).

2.2.4.2 Latéralité olfactive

Ce test permet de mesurer la latéralité olfactive des souris, ce qui peut refléter des
modifications de la latéralisation du systéme nerveux central. Le dispositif décrit ci-dessus
pour le test du coin est également utilisé pour tester la latéralité olfactive. J'ai participé a la
mise au point de ce test innovant lors de mon stage de Master 1. Une troisiéme paroi est
utilisée pour fermer le dispositif et réduire sa longueur a 20cm. La pointe d’'une pipette de
10ul est insérée dans la fente entre les deux parois du test, le cbne contenant une solution
odorante. Les souris sont placées individuellement a I'opposé du coin et sont libres
d’explorer durant 10min. Une caméra placée au-dessus de la pipette permet de filmer son
extrémité et d’'observer la narine utilisée par la souris utilise pour explorer I'odeur (voir Figure
27 B). Un indice individuel de latéralité est ensuite calculé : IL = (Droit-Gauche) / nombre

d’essais (Jozet-alves et al., 2019).
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Figure 27 : A. Photographie du dispositif du corner test. B. A gauche, schéma du dispositif
du corner test aménagé pour évaluer la latéralité olfactive ; a droite, captures d'écran

obtenues grace a la caméra placée au-dessus du dispositif.

2.2.5 Test mesurant l'inhibition du sursaut

L'inhibition du réflexe de sursaut est considérée comme I'un des indices
neurophysiologiques les plus prédictifs pour la recherche translationnelle en psychiatrie.
Une altération du PPI (prepulse inhibition) a été signalée dans plusieurs maladies
psychiatriques, en particulier la schizophrénie, ou le PPl est considéré comme un

endophénotype de la maladie (Powell et al., 2009).

Les souris sont placées dans un dispositif de mesure du réflexe de sursaut (Imetronic®,
France) (voir Figure 28). Le protocole débute par une phase d'acclimatation a un bruit de
fond (bruit blanc) de 65dB pendant 10min. Ensuite, 30 essais de stimuli sonores ou pulses
seuls a 85dB sont réalisés pour avoir une information sur l'intensité de sursaut de la souris

testée. Puis, plusieurs combinaisons de « prepulse-pulse » sont présentées dans un ordre
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pseudo randomisé (« prepulse » : 0dB, 76dB, 80dB, 84dB, d’'une durée de 20ms ; délivrés

50 ms avant le « pulse », lui-méme d’une intensité de 110dB et d’'une durée de 40ms).

Pour chaque intensité de prepulse, 10 essais sont réalisés. L'intervalle entre les essais est
aléatoire et compris entre 8 et 18s. Les animaux sont filmés durant tout le test. L'indice
d'inhibition du réflexe de sursaut est calculé par la formule : (1-(amplitude du sursaut pour
les essais avec prepulse / amplitude du sursaut pour les essais avec pulse seul)) x 100.
(Valsamis & Schmid, 2011)

pulse prepulse + pulse
| >
_I Inhibition
W““‘U Wi s (@)

Figure 28 : Dispositif du PPI. A gauche, schéema du mécanisme d'inhibition étudié ; a droite,
photographie de l'intérieur du dispositif.

2.3 Electrophysiologie extracellulaire

Les mesures d’électrophysiologie ont été réalisées suivant le protocole décrit par Billard
(2010) et Billard et Rouaud (2007) (Billard & Rouaud, 2007; Billard, 2010). Cette technique
d’électrophysiologie par enregistrement extracellulaire sur tranches d’hippocampe permet
d’étudier plus spécifiquement la transmission excitatrice basale et la plasticité fonctionnelle
au niveau de I'arbre dendritique des cellules pyramidales de la région CA1 de I'hippocampe
aprés une stimulation électrique des afférences glutamatergiques contenues dans les

collatérales de Schaeffer.

2.3.1 Préparation des coupes d’hippocampe

Aprés anesthésie par isoflurane a 5%, les souris sont euthanasiées par dislocation cervicale
puis décapitées. Le cerveau est ensuite rapidement extrait de la boite cranienne et déposé
dans du liquide céphalorachidien artificiel (aCSF) durant 1min a 0°C pour stopper les
réactions biochimiques consécutives a la mort de I'animal. L’hippocampe de chaque
hémisphére est ensuite extrait (voir Figure 29 A) avant d’étre coupé en tranches de 400um
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d’épaisseur suivant un plan transversal a l'aide d’un tissue chopper de Mc llwain® (voir
Figure 29 B). Les tranches obtenues sont alors déposées dans une coupelle renfermant de
'aCSF dont la température est maintenue a 28°C et dont le pH est tamponné a 7.4 (£0,05)

par bullage de carbogene (mélange de 95% O2 et 5% CO2).

Avant toute mesure électrophysiologique, les tranches sont maintenues dans ce milieu
pendant 45min minimum permettant la récupération progressive des processus
biochimiques (voir Figure 29 C). L’aCSF est préparé de fagon extemporanée a partir d’'une
solution mere conservée a 4°C dont la composition est la suivante : NaCl 124mM, KCI
3,5mM, MgSOa4 1,5mM, NaH2PO4 1,2mM et CaClz2 2,5mM. Apres dilution au dixieme de la
solution mére, du glucose et du bicarbonate de sodium sont ajoutés pour atteindre les
concentrations suivantes : 11 et 26,2mM respectivement. L’aCSF utilisé présente une

osmolarité de 300mosM.

2.3.2 Enregistrement des potentiels de champs extracellulaires

Les tranches d’hippocampe sont placées individuellement dans la cuve d’enregistrement de
1,5cm de diamétre sur 1,2cm de hauteur (correspondant a un volume d’aCSF de 2ml) et
précisément positionnées entre deux filets ('un a petite mailles au-dessous et l'autre a
grosses mailles au-dessus pour la stabiliser) pour faciliter 'accés aux emplacements
d’enregistrement et de stimulation (voir Figure 29 D). La cuve de mesure est montée sur le
plateau d’'une loupe binoculaire (Modéle SZ30, Olympus®) et encadrée de deux
micromanipulateurs (WPI®MM301R pour I'électrode de stimulation et DC3001L pour
I'électrode d’enregistrement). La cuve est alimentée continuellement en aCSF par une
pompe (Modele 77122-14, Masterflex®) a un débit de 1ml/min a partir d’'un bécher de 100m|
d’aCSF. L’aCSF passe ensuite dans une seconde cuve ou il est aspiré par une deuxiéme

pompe assurant ainsi un flux fermé continu.
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A.

Figure 29 : Electrophysiologie. A. Photographie d'un cerveau de souris sans le cervelet
(haut) et d'hippocampes isolés (bas). B. Photographie du tissue chopper permettant
I'obtention des tranches d’hippocampe. C. Photographie des tranches en cours de
récupération dans le bain-marie permettant le maintien d’une température constante de
28°C. D. Photographie de la cuve d’enregistrement dans laquelle une tranche d’hippocampe

est maintenue entre deux filets.

Les enregistrements sont obtenus au moyen de microélectrodes de borosilicate (=56 MQ,
PHYMEP® réf : GC-150F-10) obtenues au moyen d’une étireuse de capillaires (Narishige®,
PB7) et remplies d’une solution de NaCl 2M. Dans mes expériences, ces électrodes sont
placées au niveau de la partie médiane (stratum radiatum) de I'arbre dendritique des cellules
pyramidales de l'aire CA1 afin de recueillir des potentiels de champ post-synaptiques

excitateurs (fEPSPs pour « field excitatory postsynaptic potentials ») provoqués par la
83



2. Méthodologie générale

stimulation électrique des fibres afférentes (collatérales de Schaeffer). Pour ce faire, les
stimuli sont appliqués entre les deux pdles d’'une électrode en acier bipolaire (PHYMEP®,
réf : UESMGESEKNNM) dont 'un des péles est placé dans la tranche tandis que I'autre est
situé juste au-dessus dans le bain d’aCSF. Les expérimentations sont pilotées par
ordinateur, au moyen du logiciel WinLTP® (Anderson & Collingridge, 2001). Une carte
d’interface permet de transmettre les instructions envoyées par l'ordinateur au poste

d’électrophysiologie qui est constitué des éléments suivants (voir Figure 30) :

- une boite de stimulation (Modéele DS2, Digitimer Ltd. ®), elle produit les stimuli dont

'intensité et la durée sont controélés,

- I'électrode d’enregistrement raccordée a la téte de mesure (Modéle Ext02-B,
NPIlelectronics®), qui détecte les différences de potentiels extracellulaires générées par la

stimulation,

- un systéme d’acquisition (Modéle Ext02-B, NPlelectronics®), qui analyse et amplifie par

10 le faible signal récupéré par I'électrode d’enregistrement,

- un systéme de filtres passe-haut et passe-bas et d’amplification supplémentaire (x100)
(Modéle AM502, Tektronix®) qui permet d’isoler le signal du bruit de fond et de 'augmenter

pour une meilleure quantification,

- un filtre (humbug, Questscientific®) qui permet de supprimer spécifiguement les signaux

parasites de 50Hz produits par I'alimentation des appareils électriques.
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Figure 30 : Photographie du poste de travail d’électrophysiologie comprenant la boite de
stimulation (1), I'électrode d’enregistrement (2), le systéme d’acquisition (3), un systeme de
filtrage et d’amplification (4) et un humbug (5).

2.3.3 Protocoles de stimulation

Dans I'ensemble des protocoles détaillés ci-apres, chaque point de mesure enregistré est
obtenu par la moyenne de trois réponses générées a 10s d’intervalle (soit une valeur

moyenne déterminée toutes les 30s).

2.3.3.1 Etude de la transmission synaptique basale ou AMPA

L’efficacité de la transmission synaptique basale est déterminée par des stimulations
d’intensités croissantes (pouvant aller de 0,3 a 1,8mA) et de durée constante (20 ou 40us) ;
deux postes d’expérimentation ont été utilisés et les gammes d’intensité de stimulation ainsi
que leur durée différent. Les stimulations électriques induisent une modification du potentiel

extracellulaire, se traduisant par [I'enregistrement d’'un fEPSP correspondant aux
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modifications ioniques du milieu extracellulaire induites en réponse a la dépolarisation
membranaire des cellules pyramidales activées. En amont de ce fEPSP apparait une
déflexion négative plus petite appelée volée afférente (VA), qui visualise la quantité de fibres
stimulées. Un indice d’efficacité de la transmission synaptique peut alors étre déterminé qui
correspond au rapport de la pente du fEPSP sur la pente de la VA (toutes deux exprimées
en mV/ms) (voir Figure 31). Cet indice est calculé pour des intensités croissantes de
stimulation permettant 'obtention de courbes entrée / sortie (10 pour « input / output »). Ces
courbes I/O permettent d’évaluer la transmission glutamatergique de base véhiculée par les
sous-types AMPA des récepteurs du glutamate et leur comparaison entre les groupes

expérimentaux va donner des informations sur de potentielles atteintes de cette

el

transmission.

.

Figure 31 : Représentation des modifications du potentiel extracellulaire apres stimulation
électrique. En haut, représentation du potentiel extracellulaire entier. En bas, représentation
de la VA avec une fleche représentant la pente mesurée (a gauche), et du fEPSP avec une
fleche représentant la pente mesurée (a droite).
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2.3.3.2 Etude de la plasticité synaptique

Nous avons étudié deux formes de plasticité synaptique de la fonctionnalité des réseaux
neuronaux du champ CA1 hippocampique, grace a deux protocoles de stimulations
différentes : la « Pulse-Paired Facilitation » (PPF), une forme transitoire de plasticité
synaptique obtenue par des stimulations appariées et la PLT (ou LTP : « Long Term
Potentiation »), une forme de plasticité synaptique durable induite par des stimuli
conditionnant a haute fréquence.

La PPF est une potentialisation de la transmission synaptique qui se produit lorsque deux
stimulations sont appliquées successivement dans un tres court intervalle de temps (entre
10ms et 1s). Il en résulte une augmentation transitoire du second fEPSP, due a une
augmentation de la libération de glutamate par I'élément présynaptique. Cette augmentation
est mesurée par un rapport (>1) de la pente du second fEPSP sur la pente du premier. La
PPF est calculée apres I'application de deux stimulations espacées de 30ms a une intensité
fixée de sorte a ce que la pente du premier fEPSP soit proche de 0,05mV/ms. D’éventuels
changements dans la valeur de la PPF entre les groupes expérimentaux permettront donc
de mettre en évidence des modifications de la libération de glutamate.

1¢r fEPSP 2nd fEPSP

Figure 32 : Représentation d’une PPF avec le 1¢" fEPSP résultant de la premiere stimulation
et le second résultant de la 2" stimulation, 30ms aprés la premiéere. Les fleches
représentent les pentes utilisées pour calculer la PPF.

La LTP correspond a une augmentation durable de [l'efficacité de la transmission
synaptique induite par un stimulus conditionnant. Dans le paradigme expérimental, une

stimulation test est réglée pour engendrer au départ un fEPSP avec une pente de
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0.1mV/ms. Cette réponse test générée toutes les 10s doit étre la plus stable possible
pendant 15min minimum (variation £ 10%) afin d’obtenir une ligne de base. Une fois cette
ligne acquise, un stimulus conditionnant est appliqué. Plusieurs protocoles de stimulation
sont sélectionnés pour générer de la LTP. Le premier dénommé HFS pour « high frequency
stimulation », correspond a I'application d’'une stimulation bréve mais a haute fréquence (1
train d’impulsions a 100Hz délivré pendant 1s). Le second dit TBS pour « theta burst
stimulation » est constitué par I'application de 5 trains de 4 impulsions a 100Hz séparés de
200ms, cette séquence étant répétée 4 fois a 10s d’intervalle. Une fois le stimulus
conditionnant délivré, la stimulation test qui avait initié€ la ligne de base est reprise et la pente
du fEPSP est a nouveau déterminée toutes les 10s pendant 1 heure. La comparaison de
cette pente du fEPSP post-tétanique avec la valeur moyenne déterminée pour la ligne de
base donne ainsi le niveau de potentialisation généré par le stimulus conditionnant.
L'utilisation de la pente du fEPSP post-tétanique dans les 15min qui suivent le stimulus
conditionnant permet de mesurer la « short term potentiation » (STP, une forme de plasticité
fonctionnelle indépendante de la LTP), et les 15 derniéres minutes de I'enregistrement

permettent de mesurer la LTP.

®
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Figure 33 : Représentation d’une LTP avec la ligne de base (1), le stimulus conditionnant
(2), la STP (3) etla LTP (4).

Les mesures électrophysiologiques sont réalisées a minima sur 5 animaux par groupe

expérimental, a raison d’une souris par jour d’enregistrement.
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2.4 Immunohistochimie

Cette technique nous a permis de mesurer de potentielles altérations de la transmission
GABAergique par la mesure de la densité de neurones positifs a parvabumine. Les régions

cérébrales étudiées sont I'hippocampe dorsal et ventral ainsi que le cortex préfrontal.

2.4.1 Perfusion / fixation

Les souris sont profondément anesthésiées par isoflurane (5%, dans un milieu N2O/Oz2 :
2/1) puis subissent une perfusion intracardiaque d’abord par une solution saline de tampon
phosphate (« phosphate-buffered saline » PBS 0,1M) contenant un anticoagulant (NaNOs,

1g/L), puis par une solution de paraformaldéhyde a 4%.

Les cerveaux sont extraits a la suite de la perfusion / fixation (voir Figure 34 A) puis
conservés a 4°C dans une solution de paraformaldéhyde a 4%.

2.4.2 Préparation des coupes

Les cerveaux sont coupés selon le plan coronal (épaisseur 40um) avec un vibratome
(Vibratome VT 1000S, LEICA®) (voir Figure 34 B). Les coupes de cerveau comprenant le
cortex préfrontal et les hippocampes sont récupérées et conservées a -20°C dans une
solution cryoprotectante (PBS 0,1M avec 30% de glycérol et 30% de polyéthyleneglycol).

2.4.3 Marquage des neurones positifs a parvalbumine

Les coupes sont rincées dans une solution de PBS 0,1M et incubées dans une solution de
PBS 0,1M contenant 0,3% d’'H202, 50% de méthanol, 0,3% de triton pendant 1 heure. Apres
un rincage au PBS 0,1M, les coupes sont incubées dans une solution de PBS 0,1M
contenant 5% de sérum normal de cheval et 0,3% de triton (X-100), pendant 1h. Ensuite,
I'anticorps primaire (monoclonal mouse IgG anti-parvalbumin, 1 :1000, Swant, Switzerland)
est ajouté pour une incubation de 48h a 4°C. Apres rincage, les coupes sont incubées avec
I'anticorps secondaire (biotinylated horse anti-mouse IgG, 1 :200, Vector Laboratories®,
UK) pendant 1h30 a température ambiante. Un systeme de coloration ABC (Vectastain
ABC, Vector Laboratories®, UK) est utilisé et I'activité de péroxydase est détectée par une
solution de diaminobenzidine (0,05% DAB, 0,01% H202 dans une solution de PSB 0,1M)
(voir Figure 34 C).
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2.4.4 Montage et scan des lames

Les coupes sont rincées dans une solution de PBS 0,1M puis disposées sur des lames (6
coupes / lame). Ces lames sont déshydratées par bains successifs d’éthanol de
concentrations croissantes (70%, 90%, 100%) puis plongées dans un bain d’histoclear. Les
lamelles sont ensuite fixées avec du ROTI®Histol (Carl Roth, Karlsruhe, Allemagne) (voir
Figure 34 D).

2.4.5 Extraction des zones d’intérét et comptage des neurones a

parvalbumine

Le logiciel QuPath® (version 0.1.2) a été utilisé pour détourer les hippocampes dorsaux
(bregma de -1,22mm a -2,46mm), les hippocampes ventraux (bregma de -2,46mm a -
3,88mm) et le cortex préfrontal (bregma de 1,94mm a 1,42mm) et réaliser un comptage
manuel du nombre de neurones a parvalbumine (voir Figure 34 E) afin d’en déduire une
densité par mm2. L’atlas utilisé la seconde version de « the mouse brain in stereotaxic

coordinates » par G. Paxinos et B.J. Franklin (Georges & Franklin, 2008).
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Figure 34 : Etude d'immunohistochimie. A. Schéma de la procédure de perfusion / fixation
avec, de gauche a droite, thoracotomie, perfusion intracardiaque et extraction du cerveau.
Issu de Gage et al., 2012. B. Photographie du vibratome. C. Photographie d’une étape du
protocole de marquage des neurones positifs a parvalbumine. D. Exemple de lame montée
et scannée. E. Exemple de neurone positif a parvalbumine pointé pour comptage.

2.5 Imagerie

Les mesures en IRM ont été réalisées avec un imageur 7T Pharmascan (Bruker®, Biospin,

Paravision 6.0) (voir Figure 35 A), avec une bobine de surface spécifique pour les souris.
L’atlas utilisé est le « Allen Mouse Brain Atlas » (Lein et al., 2007).

Les images anatomiques (T2) ont été collectées sur des animaux anesthésiés (isoflurane
1-1,5% dans un milieu N20O/Oz2 : 2/1) avec une séquence rapide spin-echo de 8min (RARES,
TE=42ms ; TR=5000ms ; 4 moyennages ; FOV 2x2cm2 ; 10 tranches contigués ; matrice :
256x256) (voir Figure 35 B). Les surfaces des hippocampes de 6 images consécutives ont
été délimitées manuellement puis multipliées par I'épaisseur de coupe (de 0,5mm) afin
d’obtenir des mesures de volume. L’épaisseur corticale a été déterminée par 8 mesures du
cortex préfrontal médian (4 mesures de chaque cété, équidistantes de I'axe central)
(Piontkewitz et al., 2012) (Duque et al., 2012). Pour les images de diffusion, les animaux

ont été profondément anesthésiés (isoflurane 5% dans un milieu N20O/O2 : 2/1) puis
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subissent une perfusion intracardiaque d’abord par une solution saline de tampon
phosphate (PBS 0,1M), puis par une solution de paraformaldéhyde a 4%. Les cerveaux sont
extraits puis placés dans de la gélatine (2%). Les images de diffusion ont été obtenues a
partir de 20 directions et collectées lors d’'une séquence de 105min (TE=35ms ; TR=3000
ms ; FOV 14,9x14,9mm? ; 41 coupes continues ; matrix : 128x128 ; facteur b=1000s/mm?).
Les cartes de diffusion de la fraction d’anisotropie (FA), des diffusivités radiales et
moyennes (respectivement RD et MD, exprimées en mm?/s) ont été extraites sur des

surfaces délimitées manuellement.

Figure 35 : A. Photographie de I''RM utilisé (issu de cyceron.fr). B. Exemple d'images T2

acquises post-mortem sur un cerveau de souris conservé dans son crane.

2.6 Analyses statistiques

Les données ont été analysées avec le logiciel R 3.4.2 (Free Software Foundation, Vienna,
Austria; R Development Core team 2009). La normalité des données a été vérifiée par un
test de Shapiro. Concernant les données distribuées normalement, les différences
intergroupes ont été analysées au moyen d’analyses de variance ANOVAs. Si une
différence significative était détectée et si le nombre de groupes expérimentaux était
supérieur a 2, un test post-hoc était réalisé avec un ajustement de Tukey. Les comparaisons
a des valeurs de référence ont été réalisées avec des tests t pour données non appariées.
L’effet de I'administration d’agents pharmacologiques avec comparaison avant / aprés

'administration ont été réalisés avec des tests t pour données appariées.

Concernant les données non distribuées normalement, les différences intergroupes ont été
analysées au moyen d’ANOVAs avec permutations (aovp). Si une différence significative
est détectée et si le nombre de groupes expérimentaux est supérieur a 2, un test post-hoc
était réalisé (tests t avec permutations) avec la méthode d’ajustement FDR (« False
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discovery rate »). Les comparaisons a des valeurs de référence ont été réalisées avec des
tests de Wilcoxon pour données non appariées. L’effet de I'administration d’agents
pharmacologiques avec prise de données avant et aprés I'administration a été mesuré au

moyen de tests de Wilcoxon pour données appariées.

Les packages du logiciel R (3.6.2) utilisés sont : Ime4, Ismeans, car, lattice, LmPerm,
RVAideMemoire, ggplot2, tdisplay, nparLD (voir Figure 36).
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Figure 36 : Arbre décisionnel des tests statistiques utilisés.
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3.2 Evaluation de la validité d’apparence

Ce type de validité, appelée aussi phénoménologique, renvoie a I'isomorphisme entre
les symptémes et marqueurs biologiques observés dans une pathologie chez 'lhumain

et les symptomes et marqueurs mimés chez les animaux.

L’évaluation de la validité d’apparence d’un modéle de schizophrénie peut se faire par
des approches comportementales et physiologiques qui sont complémentaires. Les
tests comportementaux permettent d’évaluer les symptémes de type positif (hyper
locomotion et stéréotypies), de type négatif (anhédonie, retrait social) et les déficits
cognitifs (mémoire de travail, mémoire a long terme, apprentissage). Ces trois types
de symptdmes sont généralement recherchés afin d’obtenir une validité d’apparence
satisfaisante. Les mesures physiologiques (€lectrophysiologie, immunohistochimie,
imagerie) permettent d’identifier des marqueurs d’altérations présentes chez les
schizophrénes qui renforcent la validité d’apparence du modéle. Ces mesures
physiologiques permettent également de comprendre les mécanismes sous tendant

les déficits comportementaux observeés.

Nous avons évalué la validité d’apparence du modele 3-hit a travers un large panel de
tests comportementaux permettant de mesurer des symptémes de type positif, négatif
et des déficits cognitifs, mais aussi la latéralité olfactive. Des analyses en imagerie,
immunohistochimie et électrophysiologie apportent des informations sur les

mécanismes qui sous-tendent les déficits observés.

Ainsi, les quatre premiers articles concernent nos travaux qui se sont attachés a
analyser cette validité d’apparence. L’article 1 consiste en la premiére caractérisation
de la validité d’apparence du modeéle 3-hit. L’article 2 permet d’approfondir nos
connaissances sur les mécanismes qui sous-tendent les déficits observés dans

I'article 1.

L’article 3 est la premiére description d’'un test de latéralité olfactive chez la souris, il

nous a permis d’évaluer ce comportement chez les animaux 3-hit dans l'article 4.
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Whether the etiology of schizophrenia remains unknown, its multifactorial aspect is conversely now well admit-
ted. However, most preclinical models of the disease still rely on a mono-factorial construction and do not allow
discover unequivocal treatments, particularly for negative and cognitive symptoms. The main interaction factors
that have been implicated in schizophrenia are a genetic predisposition and unfavorable environmental factors.
Here we propose a new animal model combining a genetic predisposition (1st hit: partial deletion of MAP-6
(microtubule-associated protein)) with an early postnatal stress (2nd hit: 24 h maternal separation at post-
natal day 9), and a late cannabinoid exposure during adolescence (3rd hit: tetrahydrocannabinol THC from
post-natal day 32 to 52; 8 mg/kg/day). The 2- hit mice displayed spatial memory deficits, decreased cortical thick-
ness and fractional anisotropy of callosal fibers. The 3-hit mice were more severely affected as attested by supple-
mentary deficits such a decrease in spontaneous activity, sociability-related behavior, working memory
performances, an increase in anxiety-like behavior, a decrease in hippocampus volume together with impaired in-
tegrity of corpus callosum fibers (less axons, less myelin). Taken together, these results show that the new 3-hit
model displays several landmarks mimicking negative and cognitive symptoms of schizophrenia, conferring a
high relevance for research of new treatments. Moreover, this 3-hit model possesses a strong construct validity,
which fits with gene x environment interactions hypothesis of schizophrenia. The 2-hit model, which associates
maternal separation with THC exposure in wild-type mice gives a less severe phenotype, and could be useful for
research on other forms of psychiatric diseases.

© 2020 Published by Elsevier B.V.

1. Introduction

2016; van Os et al., 2010). Further, among possible causes of the disease,
most clinicians agree on the long-standing model of ‘stress vulnerabil-

Affecting 1% of worldwide population, schizophrenia is the most fre-
quent chronic psychosis. Patients may present several symptoms ( pos-
itive and negative symptoms and cognitive deficits), with varying
intensities and outcomes (Davidson and McGlashan, 1997). In human,
sex ratio is 1.4 for schizophrenia (60% men, 40% women), men being af-
fected earlier and with more severe symptoms (more negative symp-
toms and cognitive deficits), and more structural and functional brain
abnormalities (Leger and Neill, 2016; Leung and Chue, 2000). While eti-
ology is not fully understood, it is now undoubted that schizophreniare-
sults from complex gene x environment interactions (Millan et al.,

* Corresponding author at: Normandie Université, UNICAEN, INSERM, COMETE,
Boulevard Henri Becquerel, campus Horowitz, 14032 Caen, France.
E-mail address: valentine.bouet@unicaen.fr (V. Bouet).
! Both authors equally contributed to the study.

https://doiorg/10.1016/j.schres.2020.11.043
0920-9964/© 2020 Published by Elsevier B.V.

ity’. It suggests that individuals possess different levels of vulnerability
to schizophrenia, determined by a combination of biological, social
and psychological factors. A genetic vulnerability could be revealed
and would favored schizophrenia appearance in case of an association
with early stress (alimentary deficiency during pregnancy, mother
stress ...) and late environmental factors (urban birth, heavy cannabis
use ...) (Di Forti et al., 2019; Millan et al,, 2016).

Efficiency of currently market drugs is only symptomatic. Besides,
they mostly target positive symptoms, while negative and cognitive
symptoms are often ignored (Murphy et al,, 2006). Among the main
possible explanations is the relevance of the animal models and, conse-
quently, the lack of confidence of clinicians in the efficiency of drugs that
emerge from animal experiments. Overall, there is a consensus for
refinement of preclinical research (Burrows and Hannan, 2016;
Moore, 2010). Indeed, good construct validity in animal models of

Schizophrenia Research, https://doi.org/10.1016/j.schres.2020.11.043
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schizophrenia is mandatory (Jones et al., 2011; Young et al, 2012) and
could be achieved by resorting multiple interventions (Ellenbroek,
2003; Sullivan et al., 2012). Unfortunately, 2- or 3-hit interventions
are rarely investigated in preclinical research (Hidaetal., 2013). Herein,
we aimed at characterizing a mouse model of schizophrenia based on
the combination of three factors: genetic alteration, early stressing
event and a late environmental factor. Among candidate genes having
been so far associated to schizophrenia, MAPG6 revealed several interests
(Marchisella et al., 2016; Schloss and Lau, 2012; Shimizu et al., 2006).
The gene encoding MAP6 proteins is localized in the human 11q14
chromosomal region containing many susceptibility genes for schizo-
phrenia (Lewis et al., 2003) and polymorphisms in gene MAPG6 have
been associated with schizophrenia (Shimizu et al., 2006 ). MAP6 pro-
tein expression has been shown to be altered in schizophrenia (Choi
etal, 2009) as well as in autism (Wei et al., 2016). Indeed, at the biolog-
ical level, MAP6 (microtubule-associated protein 6, also known as stop
for stable-tubule-only-polypeptide) belongs to genes involved in neu-
ron architecture, synaptic plasticity and brain development (Deloulme
et al., 2015). Whether full deletion of map6 gene (MAP6~/~) induces
several dysfunctions considered as landmarks of schizophrenia (gluta-
matergic and dopaminergic neurotransmission alterations), neuronal
disconnectivity and severe behavioral defects (Bouvrais-Veret et al.,
2008; Brenner et al., 2007; Gimenez et al., 2017) heterozygous mice
(MAP6 /) appear contrastingly only slightly affected with cognitive
and social impairments (Merenlender-Wagner et al., 2014, 2010; Volle
etal, 2013). MAP6"/~ mice were thus proposed as a translational ani-
mal model for the genetic ultra-high-risk states of schizophrenia
(Volle et al,, 2013). The validity of the model was supported by the ex-
acerbation, through severe early stressful events (chronic maternal dep-
rivation from PND 2 to 14) of the phenotype of MAP6 "/~ mice which
become then markedly altered (notably in locomotor reactivity to either
acute mild stress or psychostimulant challenge) (Volle et al., 2013).
Hence, whether MAP6 ™/~ mice enabled promising results, in line with
the stress vulnerability theory, their reactivity to a combination of an
early stress event with late environmental factor remains to be investi-
gated. Early stress event can be achieved through a 24 h maternal sepa-
ration when pups age of 9 days (Ellenbroek et al., 1998). This model
induces an altered brain neurotransmission (Marco et al., 2015), associ-
ated with exacerbated behavioral responses to pharmacological poten-
tiation of dopaminergic system (Rots et al, 1996; Zimmerberg and
Shartrand, 1992). Besides, it induces a social withdrawal in adult mice
(Bouet et al., 2011) (one of the negative symptoms of schizophrenia).
Finally, considering late environmental factor, growing number of evi-
dences from epidemiological studies argues that consumption of THC
(from cannabis) particularly during adolescence is associated with a
two-fold increased risk of later psychotic disorder (Arseneault et al.,
2002; Di Forti et al., 2019; Rubino and Parolaro, 2014). In preclinical
studies, persistent changes in cognitive and emotional processes were
described in adult animals after a chronic THC treatment during adoles-
cence (Cha et al, 2006; Rubino et al., 2009). Therefore, three groups of
animals were constituted: wild type mice with no environmental ma-
nipulation (control mice, n = 13), wild type mice submitted to both ma-
ternal separation and tetrahydrocannabinol exposure (THC from PND32
to 52) (2-hitgroup, n = 12), and heterozygous MAP6"/~ mice submit-
ted to maternal separation and THC exposure (3-hit group, n = 7). The
possible differences that can be obtained between males and females in
such a sophisticated model, as previously reported (Kekesi et al.,, 2015),
would have introduced again another factor. Therefore only males were
used in the present study. Several behavioral tests have been selected to
assess positive-like (actimeter and open field), negative-like (approach
avoidance, anhedonia), and cognitive-like symptoms (spontaneous al-
ternation, Morris water maze). Moreover, high and low resolution (ex-
vivo and in-vivo, respectively) magnetic resonance imaging (MRI)
were performed to assess anatomical changes (volume, thickness, and
fibers integrity of white matter) in 3 different regions of interest
(hippocampus, parietal cortex and corpus callosum) (Wolf et al., 2008).

Schizophrenia Research xxx (Xxxx) Xxx

Finally, given that GABA neurotransmission has been shown to be af-
fected in schizophrenia (Gonzalez-Burgos et al,, 2011; Nakazawa et al.,
2012), and that investigating parvalbumin cells (PV+ cells) is particu-
larly relevant in preclinical, neurodevelopmental, models of schizophre-
nia (Schmidt and Mirnics, 2015), we performed immunohistochemistry
to label and measure PV+- cells density of GABAergic interneurons in
hippocampus and prefrontal cortex (Du and Grace, 2016; Giovanoli
et al.,, 2014; Nakazawa et al., 2012; Volk and Lewis, 2014). Our study
showed that the partial deletion of map6 gene, combined to an early
stress (maternal separation) and to a chronic exposure to THC during
adolescence, induced memory impairments and social behavior disor-
ders that mimic some signs of schizophrenia. This behavioral phenotype
came with structural alterations in corpus callosum fibers and a decrease
in cortical thickness.

2. Methods
2.1. Animals

Heterozygous MAP6™/~ male mice and their wild type littermates
MAP6"/" were generated from C57BI6/129SvPas F1 animals
(Andrieux et al., 2002). MAP6 "/~ males were mated with C57BI6 fe-
males and pups were thereafter breed in standard laboratory cages
(n = 5 per cage). All animals were housed in a normal 12 h light-dark
room (light on at 8 am), with regulated temperature (21 + 1 °C) and
humidity (55 + 10%), and with free access to food and water. At
weaning, end tail collection was performed in all mice under anesthesia
(isoflurane 5%), for genotyping as previously described (Volle et al.,
2013). Experiments were performed in accordance with French and
European Economic Community guidelines for the care and use of labo-
ratory animals (2010/63/UE) and authorized under the No.
APAFIS#8203-2016120817103795v4.

2.2. Animal groups and treatments

At 9 days of age (PND9), litters were separated from their dam and
placed in a nearby cage during 20 s (control group) or 24 h (early envi-
ronmental stress) (Bouet et al,, 2011). From P32 to P52, mice received
daily intraperitoneal injection of either vehicle (3.5% Tween 80 in
serum solution) or tetrahydrocannabinol (THC; 8 mg/kg, subcutaneous,
Sigma Aldrich®) and assigned to either control or 2-hit group, and re-
spectively 3-hit group (Fig. 1). Such a treatment has been shown to in-
duce behavioral and neurotransmitter systems alterations in genetically
modified mice (COMTKO) (Behan et al,, 2012; O'Tuathaigh et al., 2010).
There was no significant mortality related to any of the three hits or to
their combination.

2.3. Behavioral assessment

After a one-week washout period, a set of behavioral tests was per-
formed (Fig. 1) by an experimenter blind to group genotype and/or
treatment.

2.3.1. Black and white box

Black and white box (LE810, Letica®) was used to assess anxiety-like
behavior (Lelong-Boulouard et al,, 2006). The apparatus consisted in a
large white illuminated compartment (28 cm x 27 cm x 27 cm,
900 Ix) connected by a small opening to a small dark compartment
(17 cm x 27 cm x 27 cm, 100 Ix, red light). Mice were free to explore
for 5 min during which the time spent in each box and the number of
transitions between the two were recorded.

2.32. Actimeter

Spontaneous locomotor activity was measured in a restrained
environment through an automated actimeter (Imetronic®) (Since
et al, 2013). Mice were individually placed in standard cages
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Fig. 1. Experimental design and animal groups setting (MAP6: microtubule-associated protein, THC: tetrahydrocannabinol, MRI: magnetic resonance imaging).

(19 cm x 11 cm x 14 cm), under two lines of infrared beams. Numbers
of beam crossing reflecting locomotor activity were automatically
counted during 1 h.

2.3.3. Open field

Mice were individually placed for 30 min in a white and squared
(50 cm x 50 cm x 50 cm) open arena. Total travelled distance and per-
centage of time spent in the center part of the arena were automatically
collected (Ethovision, Noldus®

2.3.4. Y-maze task

Y-maze task was used as previously described (Bazin et al., 2009), to
assess spatial working memory. Each mouse was placed for 5 min in the
maze, consisting of three equally spaced arms (each sized
22 cm x 6.5 cm x 10 cm) made of black-painted wood. Number and se-
quence of arm entries (four-paw criterion), as well as number of rearing
were collected. Alternation percentage was calculated by the formula:
number of alternation / (total number of entries — 2) x 100.

2.35. Approach avoidance task

Approach avoidance task allowed assessing social behavior (Bouet
et al, 2011). Briefly, the apparatus consisted of a testing compartment
(27 cm x 18 cm x 21 cm) with three interconnected chambers and a
compartment for the stimulus animal (6.5 cm x 18 cm x 21 cm), the
two being separated by a transparent plastic perforated wall to ensure
visual and olfactory communication. The tested mouse was placed in
the center of the testing compartment and the stimulus mouse was
placed in the other compartment for 5-min. The stimulus animal was
a45 days old mouse, different for each trial. The time spent by the tested
mouse in each of the three parts (i.e. close, middle, or far from the
stimulus mouse) was collected during 5 min. Sociability index was
calculated by the formula: (time spent close to the stimulus
mouse) — (time spent in the opposite compartment from the stimulus
mouse).

2.3.6. Sucrose preference test (Pozzi et al., 2014)

Animals were placed one by cage for the duration of the experiment.
After measurement of water intake on a 24 h period, two bottles (water
and sucrose 2%) were simultaneously proposed during a 72 h period.
Anhedonia was estimated through sucrose preference, calculated with
the following formula: (sucrose solution intake / total intake) x 100.

2.3.7. Nesting behavior (Deacon, 2006)

Mice were individually housed for this test, performed just after the
previous one. One hour before the dark phase, mice were provided one
Nestlet each (without any other enrichment item). The morning after,

the nests were assessed and a score between 0 and 5 was attributed
(Deacon, 2006).

2.3.8. Morris water maze (MWM)

Morris water maze (MWM) consists of a circular maze (120 cm di-
ameter), filled with 21 °C opaque water (Bouet et al., 2007). A squared
Plexiglas platform (13 cm x 13 cm) was hidden 0.5 cm below the sur-
face of water in a fixed position. Swim paths were automatically moni-
tored (Ethovision, Noldus®). Learning phase consisted in 4 trials/day
(90 s each, 20 s of reinforcement and 1 h inter-trial interval) during 5
consecutive days. A probe trial (no platform, 60 s) was performed 1 h
after the final trial of learning session.

2.3.9. MRI examinations

MRI examinations were performed on a 7 T Pharmascan (Bruker®,
Biospin, Paravision 6.0), with a mouse brain specific surface coil. To en-
sure mechanical constraints of the skull for anatomical measures, ana-
tomical T2-weighted images were collected in anesthetized animals
(isoflurane: 1-1.5% in N,0/0,: 2/1) through a 8 min fast spin-echo se-
quence (RARE8, TE = 42 ms; TR = 5000 ms; 4 averages; FOV
2 cm x 2 cm; 10 contiguous slices; matrix: 256 x 256). Surface of bilat-
eral hippocampus on 6 consecutives images was manually delineated
and multiplied by slice thickness (0.5 mm) for volume measurements.
Cortical thickness was determined through 8 measures within the me-
dial parietal cortex (4 on each side, equidistant from middle plane), as
previously described (Duque et al., 2012). Thereafter, mice (n = 5/
group) were deeply anesthetized with isoflurane (5%) and
transcardially perfused with phosphate buffer saline (PBS 0.1 M)
followed by a 4% paraformaldehyde solution. Brains extracted from
the skull were embedded in gelatin (2%). Diffusion-weighted images
were obtained from 20 directions, which were collected through
105minsequence (TE = 35ms; TR = 3000 ms; FOV 14.9 mm x 14.9 mm,;
41 contiguous slices; matrix: 128 x 128; factor b = 1000s/mm?). Diffu-
sion maps of anisotropy fractional (FA) as well as radial and mean diffu-
sivities (RD and MD in mm?/s, respectively) were extract in the surface
of the manually delineated (FSL software®) corpus callosum of each
mouse. Loss of integrity was characterized by decreased FA (axonal de-
generation) as well as increased RD and MD (demyelination) (Beaulieu,
2002; Leroux et al., 2013).

2.4. Immunohistochemistry

After being used for ex vivo MRI, brains were coronally sectioned
(40 pm thickness) on a vibratome apparatus (VT1000S, Leica®). Free-
floating sections were washed in PBS 0.1 M and incubated 1 hin 0.3%
H,0,/50% methanol/0.3% triton in PBS 0.1 M. After rinsing, sections
were incubated 1 h in 5% normal horse serum/0.3% Triton X 100 in
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PBS 0.1 M before adding 1:1000 primary antibody (monoclonal mouse
IgG anti-parvalbumin, Swant®) for 48 h, 4 °C incubation. After rinsing,
sections were incubated for 90 min at room temperature with 1:200
secondary antibody (biotinylated horse anti-mouse IgG, Vector
Laboratories®). ABC staining system (Vectastain ABC, Vector
Laboratories®) was used for staining and peroxidase activity was de-
tected with diaminobenzidine solution (0.05% DAB/0.01% H,0, in PSB
0.1 M). Sections were scanned on Aperio high-resolution scanner
(ScanScope®). Density of PV+ cells was counted in sub-regions of bilat-
eral prefrontal cortex (Infralimbic IL, prelimbic PrL and cingulate CgL)
and of bilateral dorsal hippocampus (cornus ammonis CA1, CA2-3 and
dentate gyrus GD) (Paxinos and Franklin, 2012).

2.5. Statistics

Statistical analyses were performed with JMP® to detect differences
between the three groups control, 2-hit, and 3-hit (see Fig. 1). Except for
the MWM for which ANOVA followed by post-hoc test were performed
(Fisher PLSD), all data were analyzed with Kruskal-Wallis followed by
Dunn'’s Multiple Comparison Test. Wilcoxon Signed Rank Test was
used to compare data to a theoretical value. We conducted intra-
group Pearson correlation analyses in the three groups (3-hit, 2-hit
and control) to assess possible relationships between brain morphome-
try data (cortical thickness, volume of the hippocampus and values of FA
and RD in corpus callosum) with behavioral data (total distance and per-
centage of time spent in the center of open field, time spent in the white
box, alternation percentage in Y-maze, sociability index and time spent
in target quadrant of MWM), which were significantly different be-
tween groups (p < 0.05) or with a strong tendency (p < 0.065).

3. Results
3.1. Behavioral assessment

3.1.1. Anxiety-like behavior

The number of transitions between the two boxes differed between
groups (Kruskal-Wallis, p = 0.043, Fig. 2A). The activity in 2-hit and 3-
hit was lower than controls but the large variability observed in the 2-
hit group data probably account for an absence of significant difference
between pairs of groups with the Dunn's test. Time spent in the white
box did not differ between groups (Kruskal-Wallis, p = 0.303) attesting
for no increased anxiety-like behavior.

3.1.2. Spontaneous activity

In the actimeter box, the number of infrared beam interruptions did
not differ between animal groups ( Kruskal-Wallis, p value = 0.733). On
the contrary, when animals were tested in the open field arena, there
was a global difference between groups (Kruskal-Wallis, p = 0.021).
Dunn's Test revealed a lower horizontal activity for 3-hit animals com-
pared to control (p = 0.008) and to 2-hit (p = 0.021) animals
(Fig. 2B). Moreover, the percentage of time spent in the center of the
open field differed between groups (Kruskal-Wallis, p = 0.028). Further
Dunn'’s multiple comparison showed a decrease in percentage of time
spent in the center for 3-hit animals compared to controls (p =
0.002) (Fig. 2C).

3.1.3. Spontaneous alternation

The number of visited arms in the Y-maze did not differ between
groups (Kruskal-Wallis, p = 0.189). Global analysis did not show a dif-
ference in spontaneous alternation between groups (see Fig. 2D) (p =
0.464). The number of rearing in the Y-maze did not differ between
groups (Kruskal-Wallis, p = 0.206). However, Wilcoxon signed rank
test revealed that control and 2-hit animals had significant memory per-
formances (i.e. alternation significantly above theoretical value of 50%;
respectively, medians of 63.2 and 65.0%; p = 0.025; 0.010), but not 3-
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hit animals (55.6% and p = 0.218). The 3-hit therefore displayed deficits
in the alternation task.

3.1.4. Approach avoidance

Although no group difference was observed for the sociability index
(Fig. 2E, Kruskal-Wallis, p = 0.122), only control animals displayed a
value significantly above zero (Wilcoxon signed rank test, p = 0.036).
Although sociability index was very close to the threshold for 2-hit an-
imals (p = 0.054), 3-hit animals did not prefer the compartment close
to the stimulus mouse (negative sociability index, not different from
zero p = 0.578). Hence, while it was normal and close-to-normal for
control and 2-hit animals, respectively, social behavior was severely im-
paired in 3-hit mice.

3.1.5. Sucrose preference

There was no difference between groups in total water intake
(Kruskal-Wallis, p = 0.286). Besides, when the choice between water
and 2% sucrose was given, all groups had a similar behavior (no differ-
ence between groups: Kruskal-Wallis, p = 0.106) and significantly pre-
ferred sucrose (Wilcoxon signed rank test, control: p < 0.0001, 2-hit:
p < 0.001; 3-hit: p = 0.031).

3.2. Nesting behavior

Mice built nests with the cotton Nestlet during the dark phase. All
the three groups obtained scores above 4 and there was no global differ-
ence between the groups (Kruskal-Wallis, p = 0.128).

3.3. Morris water maze

Spatial learning performances revealed a significant time-
dependent decrease in distance travelled to reach platform (ANOVA,
time effect p < 0.0001), but neither groups difference (group effect
p = 0.882), nor interaction between the two (p = 0.998) (Fig. 2F).
Even if groups' performances appear similar (with a decrease of the
time to reach the platform over trials), further analysis of individual per-
formance showed different proportions of animals within three groups
which still displayed a maximum latency to find the platform at the last
day of learning (D5): 7.6% in controls, 25% in 2-hit, and 28.5% in 3-hit.
Those animals ceased swimming and floated until the limit obtaining
alow distance but a high latency, particularly the two last days of learn-
ing (D4 and D5). Besides, this floating behavior was increasing along tri-
als. Concerning the time in quadrants during probe test, performed 1 h
after the last learning trial, there was a global difference between the
groups (ANOVA, group effect p = 0.006), a global difference between
quadrants (p < 0.001), and no significant interaction (p = 0.147)
(Fig. 2G). Fisher PLSD revealed differences between control and 2-hit
(p = 0.002) and between control and 3-hit (p = 0.036), but not be-
tween 2-hit and 3-hit (p = 0.526). Moreover, the comparison of the
time spent in target quadrant with the theoretical value of 15 s showed
that only control animals stayed more than 15 s in the target quadrant
(univariate t-test, p = 0.011 for control, p = 0.267 and p = 0.398 for
2-hit and 3-hit groups, respectively) (Fig. 2H). Therefore, only control
animals had significant reference memory performances 1 h after the
last learning trial even if all groups had similar performances during
learning.

3.4. Immunohistochemistry

There was no group difference in the density of PV+ cells, neither in
the prefrontal cortex, nor in the hippocampus (p = 0.961 and 0.402, re-
spectively). Furthermore, there was no group difference whatever the
sub-region considered in each of these brain structures (IL: p = 0.532;
PrL: p = 0.811; CgL: p = 0.543; CAl: p = 0.311; CA2-3: p = 0.691;
GD: p = 0.618) (Fig. 3A and B).
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Fig. 2. Behavioral effects of 2-hit and 3-hit combinations. A. Number of transitions in the black and white box (BWB). B. Distance (cm) covered in open field during 30 min. C. Percentage of
time in the center of the open field. D. Percentage of alternation percentage in Y-maze (horizontal broken: 50%). E. Sociability index. F. Distance (cm) travelled in the MWM across days of
learning. G. Time spentin each quadrant (s) during the probe test of MWM. H. Time spentin the target quadrant (s) during the probe test of MWM (horizontal broken: 15 s). # indicates a
significant difference from 50% (D), from O (E), or from 15 s (H). Intergroups differences (p < 0.05) were signed as a (control vs 3-hit), b (control vs 2-hit), and ¢ (2-hit vs 3-hit). Data are

scatter dot plot and median for A, B, C, D, E, H, and mean =+ SEM for F and G.
35. Brain morphometry

A statistical group difference was observed for cortical thickness
(p = 0.037, Fig. 3C), with 2-hit and 3-hit groups significantly smaller
than control group (Wilcoxon, p = 0.035 and p = 0.045 respectively).
Besides, the p value obtained when hippocampal volumes were com-
pared between the groups, p = 0.065 was close to the threshold
(Fig. 3D), with 3-hit group displaying smaller hippocampal volume
than 2-hit group (p = 0.022). White matter imaging revealed a signifi-
cant group difference in corpus callosum FA and RD values (p = 0.036
and p = 0.048, respectively) (Fig. 3E and F). Both 2-hit and 3-hit groups
showed lower FA values compared to control groups (p = 0.037 and
p = 0.037, respectively), whereas only 3-hit group showed a significant
increase in RD compared to control (p = 0.037) (Fig. 3E and F).

3.6. Correlations

Correlations analyses showed a significant, negative correlation be-
tween RD values in corpus callosum and sodability index (p =
0.0037, r = —0.98; r: correlation coefficient) in 2-hit group. All others
correlations for each group were not significant.

4. Discussion

The aim of the study was to characterize the phenotype of mice sub-
mitted to three different hits known to be risk factors for the develop-
ment of schizophrenia. The combination of a partial deletion of MAP6
(st hit) with an early life stress (caused by maternal separation, 2nd
hit) and a chronic exposure to THC during adolescence (3rd hit) induced

105



3. Résultats

V. Bouet, S. Percelay, E. Leroux et al.

A. PV+ cells in prefrontal cortex

Schizophrenia Research xxx (Xxxx) xxx

15410+ PFC-IL 1.0x10+ PRCPrL 1540+ PRC-Col
8.0<10* ‘ %y u® :
1,004 A N : 10404 ~"m 050
= _...:,‘_ —Qg0 ) . "] N —o00— - —r— o°
5.040% . o A% 5040 A
2004
o°°‘ o~ -~ o°°\ ’l}‘& = o°°\ '»’é\\ =
B. PV+ cells in hippocampus
8004405 HC - CA1 7.0040°% HC - CA2-3 T HC -GD
6.00:40% A 6.00<10°% T = 200:40* . t °
40040%{ _ & 3 ° 500410 ° il ¢
am —-:— _“_o° s . 0—9—: 1.0010* = ——
2.00x10% 4.0040° (1 A ‘ o°
5.00:10%
0 T T T 3.0010°¢ T T T 0 . . .
& > '1;‘& q\\ S '\:“\\ q‘& <,°°‘ ; & .y\\
C. Cortical thickness (mm) D. Hippocampus volume (um?)
1.2 2500~
104 oo b a °® _::_._ [
o® —"‘l—‘. - v 2000 e = —4s
0.8- ° as
1500+
0.6
1000+
0.4+
0.2- 500
0.0 T T T 0 T 1 T
> & & o & X
< P PN N S <
0°° v » ooo v o
E. Fractional Anisotropy (FA) F. Radial Diffusivity (RD)
1.09 0.0002+
a
0.9 - 0.0001+ i 0°
: b a - A —a—
0.8 A o 0.0001+ i °
| 4 ° ] A [+}
A —o —a—
0.7 = o 0.0000- B
n
0.6 T T T 0.0000 T T T
N & AN & R
°© * ® 2 >
o&‘ v ~ oo'é 'l}o o
($) ©
6

106



3. Résultats

V. Bouet, S. Percelay, E. Leroux et al.

behavioral deficits that mimic some signs of schizophrenia. Indeed, our
results showed an increased anxiety only in few tests (decreased timein
the center in open field, decreased activity in black and white box and
open field) suggesting the 3-hit mice are probably more sensitive to
stressing environments than control mice. Indeed, the fact that a differ-
ence between groups was observed in open field and in black and white
box but not in actimeter suggests that animals' emotionality, and partic-
ularly state anxiety, is different between control and 3-hit animal, more
than spontaneous activity per se. In open field, and black and white box,
the environment is considered to be aversive because of the light and
the unknown environment (Lezak et al., 2017; Bourin, 2015). In the
actimeter, the environment is more familiar for the animal because
the box is small, surmounted by a rooftop, and, moreover, because the
test duration is long (1 h) novelty and related stress decrease with
time (Lister, 1990). The 3-hit mice also displayed a decreased index of
sociability and working memory deficits as well as long-term memory
spatial impairments (and, in another cohort of 3-hit animals, deficit in
PP, see Supplementary data 2). Imaging study revealed alterations in
corpus callosumfibers and a decrease in cortical thickness. To our knowl-
edge, even if additional experiment has to be performed, this is the first
study presenting such a construct validity in a mouse model, based on
the most recent multifactorial theories of schizophrenia (Millan et al,,
2016). Combining factors is one of the major issues to build an animal
model of schizophrenia with a powerful validity (Ayhan et al., 2016;
Robertson et al., 2006; Winship et al., 2019). Our hypothesis was that
the genetic deletion would induce an increased vulnerability to the
two other factors. The first hit, considered herein, is a partial deletion
of map6. Microtubule-associated proteins have a fundamental role in
neuronal growth, brain connectivity, synaptic vesicles structure and
both short- and long-term plasticity (Andrieux et al., 2002; Deloulme
et al,, 2015; Gimenez et al,, 2017; Peris et al.,, 2018). Previous study
using heterozygous MAP6"/~ mice (Merenlender-Wagner et al.,
2010; Powell et al,, 2007; Volle et al., 2013) reported deficits in social in-
teraction and learning and a slight impairment in sensorimotor gating
without drastic alteration in global activity. In another cohort of
MAP6"/~ mice (Supplementary data 1), we did not observe deficits in
spontaneous alternation, sociability, anxiety- and depressive-like be-
havior. Taken together, these observations are consistent with data ob-
tained in our study, and confirm the slight influence of the 1st hit
(partial genetic deletion) to social deficits. Interestingly, Volle et al.
(2013) also showed that MAP6™/~ mice are more sensitive to an early
stress induced by maternal deprivation (daily for 6 h between postnatal
days 2 and 14). The second hit, maternal separation, is known to in-
crease dopaminergic system functioning (Ellenbroek et al., 1998), in-
crease anxiety level, and decrease social behavior (Bouet et al., 2011;
Rentesi et al, 2013), such as observed in 3-hit animals. Concerning the
3rd hit, i.e. adolescence chronic THC exposure, animals studies showed
that it induced deficits in PPl and in working and spatial memory
(Quinn et al., 2008; Renard et al., 2014; Rubino et al., 2009; Schneider
and Koch, 2003), in social interaction (Boucher et al., 2007;
Zamberletti et al., 2012), and in anxiety level (O'Shea et al., 2004).
More precisely, chronic THC (or cannabinoid agonists) exposure during
adolescence has been shown to cause cognitive - learning and memory -
deficits (working memory, object recognition), in connection with im-
paired structural and synaptic plasticity in brain regions (Ballinger
etal,2015; Keeley et al, 2015b; OTuathaigh et al,, 2012). Besides, social
behavior and hedonia are also affected (Renard et al., 2016). Interest-
ingly, as reported herein, spatial memory performances in the Morris
water maze task seem to be relatively preserved by cannabinoid expo-
sure (at least the learning phase), and data on anxiety-related behavior
are controversial (Keeley et al., 2015a). Those effects, or part of them,
could be involved in the deficits observed in 3-hit animals.
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In our conditions, it was not possible to identify all the interactions
between factors that take place in the 3-hit mice. However, comparison
between 2-hit and 3-hit groups showed a possible genetic vulnerability
to the two supplementary environmental factors. The ending pheno-
type of the 3-hit would be the results of interactions between factors.
In regards to literature, it is realistic to consider interactions between
genetic and environmental factors, and particularly that the partial de-
letion of map6 induces a more pronounced vulnerability to the two ad-
ditional factors (Volle et al., 2013). This is indeed what is suggested by
most behavioral results obtained here (3-hit are impaired but not 2-
hit except for the MWM) and by the alterations in volume of the hippo-
campus and radial diffusivity in the corpus callosum (decreased in 3-hit
but not in 2-hit animals). First, as already shown (Powell et al., 2007),
the genetic deletion in itself does not affect the volume of the hippocam-
pus. Second, the combination of maternal separation with THC exposure
does not affect neither the volume of the hippocampus ( 2-hit). However,
in 3-hit animals, the volume of hippocampus decreased, accounting for a
genetic vulnerability rendering more sensitive to the two subsequent
factors. For other parameters, the vulnerability does not change the
story, i.e. 2-hit and 3-hit displayed similar deficits. This was the case
for probe test performances in the MWM, cortical thickness, and frac-
tional anisotropy in corpus callosum. Consequently, these three parame-
ters could be impaired because of maternal separation and/or THC
exposure. Interestingly, social index negatively correlated with radial
diffusivity index in 2-hit group, but not in control or in 3-hit groups.
Thus, in 2-hit group, animals having the lowest sociability index (the
most behaviorally impaired) are those having the highest RD value in
the corpus callosum (i.e. the lowest myelination index). This result sug-
gests that altered callosal fibers are associated with social behavior im-
pairments. A parallel can be done with clinical symptoms; indeed, an
increase in radial diffusivity in the corpus callosum has been recently re-
lated to socio-functional indices in schizophrenic patients (Koshiyama
et al, 2018). Surprisingly, no significant correlation was observed in 3-
hit animals. But, one should note that - contrary to 2-hit animals - integ-
rity of corpus callosum was significantly altered in 3-hit group. Such
structural atrophy would have prevented any chances to highlight cor-
relation with behavioral parameters (Deloulme et al., 2015). Even if the
respective effects of these two different hits could not be inferred from
our study, it is possible that maternal separation and chronic THC, and
interactions between the two, have impaired cognitive performances
as previously reported with other factors combined with THC (Cha
et al.,, 2006; Daskalakis et al., 2013; Rodriguez et al., 2017). Indeed,
Zamberletti et al. (2012) showed that maternally deprived rats became
more sensitive to a further THC exposure during adolescence. Interac-
tions between genetics and effects of THC have ever been reported, for
instance by the observation of strain differences for the effects of THC
(Deiana et al.,, 2007; Keeley et al., 2015b), some strains being more sen-
sitive than others. This has been also observed in animals with deletion
of other genes particularly relevant for schizophrenia, i.e. Neuregulin 1
(Andrieux et al., 2002; Boucher et al., 2007), COMT (Behan et al.,
2012; O'Tuathaigh et al, 2010; O'Tuathaigh et al., 2012), DISC-1
(Ballinger et al,, 2015). These experiments argue for the potential ge-
netic vulnerability for the effects of cannabis. Even if there are several
studies on the effects of two hits, investigations on the effects of three
different hits are very scarce. To our knowledge, only three publications
(two in rats, one in mice) reported combination of three different hits.
Chenetal. (2011) combined repeated maternal separation to avoidance
conditioning procedure and PCP administrations in rats, and observed
complex interactions, such as alteration PPl by some hits, but preven-
tion by other hits. Kekesi et al. (2015) combined in rats selected breed-
ing based on pain sensitivity to subchronic ketamine and isolation after
weaning, which lead to deleterious effects on cognition, particularly in

Fig. 3. Effects of 2-hitand 3-hit combination on parvalbumin-positive cells (PV+) density and imaging parameters. A and B. Density of parvalbumin-positive cells in the prefrontal cortex
and hippocampus, respectively. C and D. Parietal cortical thickness and volume of the hippocampus from in vivo anatomical images (T2). E and F. Values of fractional anisotropy (FA) and
radial diffusivity (RD) in corpus callosum from post-mortem diffusion-weighted images. Data are scatter dot plot and median. Same conventions as in Fig. 2.
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males. Finally, Sultana and Lee (2020), combined in mice a genetic mu-
tation (affecting DISC1), to repeated maternal separation and ketamine
injections, and reported that the genetic component is predominant to
induce schizophrenia-like behavioral phenotypes. These studies are
not directly comparable to ours because the hits are quite different,
but they highlight the complexity of interactions between factors,
some of them being suspected to render more vulnerable to other sub-
sequent hits, while some of them being suspected to promote resilience
by preparing to future challenges, as described by Daskalakis et al.
(2013).

To conclude, we report here an innovative 3-hit animal model of
schizophrenia that could be helpful for schizophrenia research. Given
this is a first investigation, further studies are needed to reinforce its
knowledge. This model mimics negative-like symptoms (decreased ac-
tivity in open field, increased stress and anxiety, social withdrawal) and
cognitive dysfunctioning (working memory, long term reference mem-
ory), in association with a decrease in cortical thickness and impaired
integrity of corpus callosum fibers. This 3-hit model presents a high con-
struct validity, in relation with epidemiological data. Thereafter, other
issues inherent to animal model obtained by combination construct
could now be raised, notably the question of respective contribution
of each factor to the ending phenotype. However, this innovative 3-hit
mouse model based on vulnerability-stress hypothesis (van Os and
Kapur, 2009) constitutes to date a powerful tool to mimic a schizophre-
nia phenotype characterized by predominance of negative and cogni-
tive symptoms. The 2-hit model, which associates environmental
stresses, gives a less severe phenotype, and could be useful for research
on schizophrenia but also other forms of psychiatric diseases (Pugliese
etal., 2019). The new 3-hit model presents satisfying constructand phe-
nomenological validities, and further studies are needed to confirm
these results and to bring a predictive validity to the model by assessing
the effects of typical and atypical antipsychotics.
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3.2.1.1 Supplementary results 1

Effect of partial genetic deletion MAP6*/- on mice behavior.

WT MAP 6 +/- pvalue

Actimetry Crossed beams nb/1h 235.8+102.2 315.0+127.5 0.142
Rearing nb 16+19.7 23+17.8 0.456

White and dark box Boxes entries 17.6%5.5 18.7+¢7.8 0.720
% Time in white box 22.61+10.4 23.6%9.2 0.820

Elevated plus maze Arm entries 16.946.6 16.1+7.4 0.801
% Time in open arms 5.6£3.9 5.7£3.5 0.924

Y-maze Arm entries 17.945.7 17.1+3.4 0.705
Rearing nb 14.54¢5.9 17.048.3 0.446

% Alternation 65+9.1* 58.4+13.2% 0.209

Forced swimming test Immobility (s) 82.0+52.1 99.0+28.2 0.363
Approach-avoidance Sociability index 63.4+92.4* 47.9+71.8* 0.680

Behavioral data collected from WT and MAP 6+/- mice (n=10 in each group). There was no significant

difference between the groups whatever the behavior considered (spontaneous activity, anxiety-

related behavior, depressive-like behavior or sociability). # indicates significantly above the theoretical

value (50 for alternation %, O for sociability index (univariate t-test)). nb = number.

Those data indicate that the partial deletion of MAP 6 gene had no significant effect on behaviors that

were assessed with 2-hit and 3-hit in the main part of the article.
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3.2.1.2 Supplementary results 2

There was a global decrease of prepulse inhibition according to the increase in prepulse intensity
(ANOVA with permutations p<0.0001, see Figure below) and a difference between each prepulse
intensities (post hoc analysis with permutation test, p<0.01) (see figure). Concerning intergroup
comparison, ANOVA with permutations highlighted a global decrease in PPl in the 3-hit group
(p<0.005). With the highest intensity, i.e. 84dB, the 3-hit mice showed a decrease in prepulse inhibition
compared to controls (Wilcoxon test, 76dB p=0.22; 80dB p=0.12; 86dB p=0.01).

Inhibition %

150 7 .

- E control
B2 anit

100 7

50 7

76dB 80dB 84dB

Percentage of inhibition according to prepulse intensity in control and 3-hit mice. Significant global
group effect (ANOVA with permutations, p<0.005) and intensity effect (ANOVA with permutations
p<0.0001); and a difference between control and 3-hit mice with 84dB (*: Wilcoxon test, p<0.05). Data
are represented by boxplots with horizontal black lines as median, first and third quartiles. The outer

lines represent the range of scores or 1.5 box-lengths from the median.
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3.2.1.3 Résumeé de I’article 1

L’objectif de cette étude était de caractériser le phénotype du modéle 3-hit via plusieurs
approches. Un large panel de tests comportementaux a été réalisé, permettant
d’évaluer les symptdmes de type positif, de type négatif et les déficits cognitifs. Une
étude en imagerie anatomique avait pour but de mesurer des modifications de volume
de structures impliquées dans la schizophrénie (hippocampe, cortex préfrontal),
'imagerie a tenseur de diffusion nous a permis d’évaluer la qualité de la substance
blanche dans certaines zones cibles (hippocampe, corps calleux). Une étude en
immunohistochimie permettant de mesurer la densité de neurones GABAegiques a
parvalbumine dans I'hippocampe et le corps calleux a également été réalisée. Cette
étude a montré un phénotype de type schizophrénique chez les animaux 3-hit, avec
des symptomes de type négatif (déficit de sociabilité), des déficits cognitifs (déficit de
mémoire de travail et de référence), augmentation de l'anxiété. De plus, des
modifications structurales et fonctionnelles ont été montrées dans des structures
cérébrales clefs dans la physiopathologie de cette maladie (altérations des fibres du
corps calleux, diminution du volume hippocampique, diminution de [I'épaisseur

corticale).

Le modele 3-hit présente donc, en plus d’une forte validité de construction, une validité

d’apparence intéressante pour I'étude de la schizophrénie.

L’étude relatée dans I'article 2 avait pour objectif d’approfondir nos connaissances sur
la validité d’apparence de ce modéle en utilisant une approche fonctionnelle :

I'électrophysiologie ex vivo.
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3.2.2 Article 2 : Functional dysregulations in CA1 hippocampal

networks of a 3-hit mouse model of schizophrenia
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Abstract: For a better translation from treatment designs of schizophrenia to clinical efficiency, there is a crucial
need to refine preclinical animal models. In order to consider the multifactorial nature of the disorder, a new
mouse model associating three factors (genetic susceptibility - partial deletion of the MAP6 gene, early-life stress
- maternal separation and pharmacological treatment — chronic A-9-tetrahydrocannabinol during adolescence)
has recently been described. While this model depicts a schizophrenia-like phenotype, the neurobiological
correlates remain unknown. Synaptic transmission and functional plasticity of the CAl hippocampal region of
male and female 3-hit mice were therefore investigated using electrophysiological recordings on hippocampus
slice. While basal excitatory transmission remained unaffected, NMDA receptor (NMDAr)-mediated long-term
potentiation (LTP) triggered by theta-burst (TBS) but not by high-frequency (HFS) stimulation was impaired in
3-hit mice. Isolated NMDAr activation was not affected or even increased in female 3-hit mice, revealing a sexual
dimorphism. Considering that the regulation of LTP is more prone to inhibitory tone if triggered by TBS than by
HFS, the weaker potentiation in 3-hit mice suggests a deficiency of intrinsic GABA regulatory mechanisms.
Indeed, NMDATr activation was increased by GABAa receptor blockade in wild-type but not in 3-hit mice. This
electrophysiological study highlights dysregulations of functional properties and plasticity in hippocampal
networks of 3-hit mice, one of the mechanisms suspected to contribute to the pathophysiology of schizophrenia.
It also shows differences between males and females, supporting the sexual dimorphism observed in the disorder.
Combined with the previously reported study, the present data reinforce the face validity of the 3-hit model that
will help to consider new therapeutic strategies for psychosis.

Keywords: psychiatric disorder, hippocampus, functional plasticity, long term potentiation, NMDA receptor

1. Introduction

Schizophrenia is a debilitating pathology that affects approximately 1% of the population. It is
characterized by symptoms described as positive and negative, accompanied by cognitive deficits [1].
While treatments with typical and atypical antipsychotics are relevant for positive symptoms, they are
questioned for negative symptoms and poorly effective for cognitive impairments [2,3]. One major
obstacle for the development of potent new treatments against schizophrenia is the absence of relevant
and fully recognized animal models of the disorder. Indeed, even if a wide range of rodent models
already exists, their construct validity may be questioned since they are mostly based on one sole risk
factor [4-6]. Using a sole factor does not fit with the idea that schizophrenia would result from a
combination of genetic vulnerability and neurodevelopmental insults affecting neurotransmission
systems [7]. It has been therefore recommended to use animal models with the highest construct
validity respecting this multifactorial origin [8-11]. In this context, a 3-hit mouse model has recently
been described, which associates a genetic susceptibility with an early developmental stress and a late
pharmacological insult [12]. More precisely, a partial deletion of the microtubule-associated protein
MAP®6 gene, a transient maternal separation (for 24h at the age of 9-days) and a chronic administration
of A-9-tetrahydrocannabinol (THC, 8mg/kg daily during adolescence) have been associated [13-15],
postulating that the three factors will combine and synergize to trigger the mimicking-disorder. A
recent investigation indicated that this 3-hit model displays some key-elements of the negative- and
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cognitive-like deficits expected: sociability deficit and cognitive deficits such as working memory
impairment and alteration of reference memory, and a decrease in hippocampus volume [12].
Knowing whether changes in functional properties of synapses occur in 3-hit mice represents a major
milestone to progress our knowledge of the pathophysiology of schizophrenia. In addition,
investigating males and females in order to take into account the sexual dimorphism reported in
patients, which is rarely done in animal models, is of importance [16,17].

The present study reveals alterations of both glutamate and GABA-mediated regulation of
functional plasticity at CA3/CA1 hippocampal synapses of 3-hit mice that are differentially expressed
in males and females. Together with the recently provided characterization, our functional analysis
argues to consider the 3-hit conditioning as a relevant strategy to investigate schizophrenia-related

phenotype.

2. Materials and Methods

Experiments were performed in accordance with French and European Economic Community
guidelines for the care and use of laboratory animals (2010/63/UE, project n° 2019050617054190_v2,
date of approval 2019/09/18). All efforts were made to minimize the number of animals used as well
as their suffering. In the present study, a total of 42 mice were used, 14 males and 10 females Wild
Type (WT), and 6 males and 12 females 3-hit.

2.1. Genetic susceptibility

Heterozygous MAP6 (MAP6+/-) and WT mice were obtained from breeding between male
MAP6+/- mice (129svPas/C57BL/6 strain, from Centre Universitaire de Ressources Biologiques de
I"Université de Caen Normandie (CURB), France) and female WT mice (C57BL/6 strain, from Janvier
Labs, France). Animals were kept in groups of 3 to 5 individuals in a reversed 12h/12h light/dark cycle
(light on at 19p.m., off at 7a.m.), with regulated temperature (21+1°C) and humidity (55£10%). Food
and water were given ad libitum. At weaning, mice were identified with a subcutaneous chip placed
under anaesthesia (isoflurane (5%-2.5%) in an O2/N20 mixture (0.3/0.7)), and tail sampling was
performed for genotyping [18].

2.2. Maternal separation (MS)

Half of the litters were separated from their mother for a single period of 24h at the 9th post-natal
day (PND9). The mothers were removed and individually placed near the pups in another cage from
9:00a.m. to 9:00a.m. the following day. Then, the mothers were returned to their litters and left
undisturbed until weaning. Control mice were submitted to the same protocol but separated for only
20s [14,19].

2.3. A-9-tetrahydrocannabinol treatment

Tetrahydrocannabinol (THC, Sigma Aldrich®) was dissolved in a vehicle saline solution (0.9%)
with polysorbate 80 (Tween 80, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany, 3.5%) to obtain a final dose of
8mg/kg [20]. The 3-hit mice received daily intraperitoneal THC solution (at 5:00pm) from PND32 to
PND52 while WT mice received the vehicle (3.5% Tween 80 in saline solution).

2.4. Ex vivo electrophysiology

Between PND140 to PND256, mice were anesthetised with isoflurane and decapitated. The brain
was rapidly removed from the skull and placed in chilled (-3 to 0°C) artificial cerebrospinal fluid
(aCSF) containing 124mM NaCl, 3mM KCl, 1.5mM MgSOs, 2.5mM CaClz, 26.2mM NaHCOs, 1.2mM
NaH2POs, and 11mM glucose. Transverse slices (400pum thick) of both ventral and dorsal part of the
hippocampus were obtained with a slicer (Mc Ilwain®) and placed in aCSF in a holding chamber, at
28°C, for at least one hour before recordings [21]. A slice was then transferred to a submersion-type
recording chamber and continuously perfused at room temperature with aCSF equilibrated with 95%
Oz, 5% COs. Extracellular recordings were obtained from glass micropipettes (2-5MQJ) filled with 2M
NaCl positioned in the dendritic field of the CA1 hippocampal area. Presynaptic fibre volleys (PFVs)
and non-N-methyl-D-aspartate (NMDA)-mediated field excitatory postsynaptic potentials (fEPSPs)
were evoked in control aCSF by electrical stimulation of the Schaffer collaterals/commissural pathway
located in the stratum radiatum. The slope of three successive PFVs and fEPSPs was determined using
Win LTP software [22-24]. To evaluate the level of synaptic activation, an index of synaptic efficacy
(Ise) corresponding to the fEPSP/PFV ratio was calculated and plotted against stimulus intensity (300,
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400 and 500pA). Paired-pulse facilitation (PPF) of synaptic transmission was then induced to
investigate possible changes in presynaptic mechanisms of glutamate release using paired pulse with
inter-stimulus interval of 30ms. PPF was determined as the ratio of the slope of the second response
over that of the first fEPSP. In addition, specific NMDA receptor (NMDAr) activation was evaluated
by recording fEPSPs pharmacologically isolated from slices perfused with aCSF containing low Mg?*
(0.lmM) and supplemented with the non-NMDAr antagonist 2,3-dioxo-6-nitro-1,2,3,4-
tetrahydrobenzoquinoxaline-7-sulfonamide (NBQX, 10uM). The effects of exogenous application of
the NMDAr co-agonist D-serine (100pM) or the GABA4 receptor antagonist bicuculline (10pM) were
assessed by comparing the fEPSP/PFV ratio before and 15min after the addition of the drug to the
aCSF.

In order to investigate long-term potentiation (LTP) of synaptic transmission, a test stimulus was
applied every 10s in control medium and adjusted to get a fEPSP with a baseline slope of 0.1V/s. The
averaged slope of 3 fEPSPs was measured for 15min before the delivery of a high-frequency
stimulation (HFS), consisting of 1 burst at 100Hz pulses delivered for 1s. In another set of experiments,
a theta-burst stimulation (TBS) was delivered, consisting of 4 successive sequences at 0.1Hz of 5 bursts
separated from each other by 200ms (5Hz). Each burst was constituted of 4 impulses at 100Hz [25]. In
both HFS and TBS-related experiments, testing with single pulse was then resumed for 60min to
determine the level of LTP.

All pharmacological agents were diluted directly in the perfusion medium from stock solutions
prepared in distilled water. All drugs were purchased from Tocris Bioscience® (Bristol, UK).

3. Results
3.1. Basal synaptic transmission
The synaptic efficacy of basal non-NMDAr-mediated neurotransmission, assessed by Ise for 3
increasing stimulus intensities, was not statistically different in 3-hit mice compared to WT mice
(Figure 1A).
3.2. Paired-pulse facilitation
Basal neurotransmission closely depends on presynaptic release of glutamate, which was
assessed by the paired-pulse facilitation paradigm (see Figure 1B, insert). As illustrated in Figure 1B,
PPF ratio was not statistically different between WT and 3-hit mice.
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Figure 1. Basal synaptic transmission in CA1 hippocampal area is not impaired in 3-hit mice. A. Index of
synaptic efficacy Ise (fEPSP/PFV ratio) in WT and 3-hit mice, males (left) and females (right), with increasing
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stimulus intensity. B. Paired pulse facilitation (PPF) ratio in WT and 3-hit mice, males (left) and females (right).
In the insert, traces recorded are shown: WT (grey line) and 3-hit (black line) male (left) and a female (right)
mouse. The number of slices used in each group is indicated in histogram bars. Represented data are
Mean+SEM.

3.3. Functional plasticity

HFS-related conditioning stimulation induced LTP in WT and 3-hit mice of both genders (Figure
2A) since the differences between the baseline and the last 15min of recordings were significant in all
experimental groups (p<0.001). The magnitude of HFS-induced LTP was not different between WT
and 3-hit male (WT: 129.4+8.0% of baseline vs 3-hit: 130.2+9.6%, mean+SEM; neither group effect, time
effect or time x group interaction) and female mice (WT: 123.9+6.7% of baseline vs 3-hit: 132.7+10.9%,
mean+SEM; neither group effect, time effect or time x group interaction) (Figure 2A).

TBS also induced a long-lasting potentiation of synaptic transmission of both WT and 3-hit
groups (Figure 2B). Indeed, statistical analysis between the baseline and the last 15min of recordings
showed a significant increase in fEPSP magnitude in all experimental groups (p<0.001). However, in
contrast to HFS, when intergroup comparison was considered, the magnitude of TBS-induced LTP
was significantly lower in the 3-hit group than in the WT. This decrease was found in both males (WT:
138.8+8.9% of baseline vs 3-hit: 122.8+6.2%, mean+SEM; group effect p<0.001, neither time effect or
time x group interaction) and females (WT: 141.5+9.6% of baseline vs 3-hit: 134.0+4.6%, mean+SEM,;
group effect p<0.001, neither time effect or time x group interaction) (Figure 2B).

Statistical differences for the two paradigms of conditioning stimulations were also found for the
first 10min post tetanus. After HFS, a significant increase in this short-term potentiation (STP) occurred
in 3-hit males (p<0.001) but not in 3-hit females (Figure 2A). On the contrary, STP was significantly
decreased in male and female 3-hit mice compared to WT after TBS (p<0.001), as observed for LTP
expression (Figure 2B).
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Figure 2. Functional plasticity is altered in 3-hit mice according to stimulation protocols, gender and/or the timing
of potentiation. A. Time-course of theta-burst stimulation (TBS)-induced LTP in WT and 3-hit mice, males (left)
(WT: n=26 slices vs 3-hit group n=13 slices) and females (right) (WT: n=35 slices vs 3-hit: n=21 slices). In the insert,
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examples of traces recorded in a WT and a 3-hit mouse before (filled line) and 60min after (dashed line) the
conditioning stimulation. B. Time-course of high frequency stimulation (HFS)-induced LTP in WT and 3-hit mice,
males (left) (WT: n=13 slices vs 3-hit group n=11 slices) and females (right) (WT: n=13 slices vs 3-hit: n=12 slices).
Represented data are Mean+SEM; non-parametric permutation test (group and time effect), group effect ***:
p<0.001 (last 15min). ANOVA with permutation tests for STP, group effect ###: p<0.001 (first 10min).

3.4. NMDAr activation

In low magnesium aCSF supplemented with NBQX, long-lasting fEPSPs specifically mediated by
NMDAr were isolated (Figure 3A). Interestingly, a sexual dimorphism was observed since the Ise was
not impacted in 3-hit males compared to WT regardless of the intensity of stimulation, whereas it was
significantly higher in females (p<0.001), indicating a specific gender-related enhancement of NMDAr
activation (Figure 3B).

In the CA1 hippocampal area, NMDAr activation requires the binding of the co-agonist D-serine
in addition to glutamate [26]. Since the basal excitatory neurotransmission was not affected in 3-hit
mice, one may consider that synaptic availability of glutamate was not impacted in those animals. An
altered occupancy of the NMDATr co-agonist binding site by D-serine could then induce changes in
NMDAr activation. To test this possibility, a saturating concentration of D-serine (100nM) was added
to the aCSF [27]. Consequently, a significant increase in Ise was observed in all experimental groups
regardless of the intensity of stimulation (p<0.05) (Figure 4A). The percentage increase by exogenous
D-serine was similar in male and female WT and 3-hit mice (Figure S1A), indicating that the occupancy
level of the NMDAr glycine binding sites was not impacted by the 3-hit conditioning. Besides, it is
interesting to note that in this condition of maximal recruitment of NMDAr, no statistical differences
in the Ise was found between WT and 3-hit male mice whereas it remained significantly higher in 3-
hit females (Figure S2) (p<0.05), suggesting that the synaptic NMDATr density could be altered in the
3-hit model depending on the gender.

We found that HFS- and TBS-induced LTP were differentially impacted in male and female 3-hit
mice. Considering that the regulation by GABA inhibitory tone is different for the expression of these
two forms of long-lasting synaptic potentiation [28], we looked for changes in inhibition by comparing
the effects of pharmacological GABA4 receptor blockade on NMDAr activation. Adding the GABAA
receptor antagonist bicuculline (10uM) to the low Mg?* and NBQX-supplemented aCSF increased the
Ise in both male and female WT groups regardless of the intensity of stimulation (Figure 4B and S1B).
On the contrary, the Ise was not impacted by bicuculline administration in both male and female 3-hit
mice (Figure 4B and S1B) suggesting a decrease in the inhibitory tone in the animal model.
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Figure 3. A. NMDAr activation is specifically enhanced in female 3-hit mice. Superimposed traces of long lasting
NMDAr-induced fEPSPs recorded in a slice from a male (left) and a female (right), WT (grey line) and a 3-hit
(black line) mouse. B. NMDAr-mediated synaptic efficacy ratio Ise (fEPSP/VA ratio) in WT and 3-hit male (left)
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and female (right) mice with increasing stimulus intensity. Number of slices per group is indicated in histogram
bars. Represented data are Mean+SEM; ANOVA or ANOVA with permutation tests, ***: p<0.001.
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Figure 4. Responsiveness of NMDAr activation to bicuculline but not D-serine is altered in 3-hit mice. A. Index
of NMDAr-mediated synaptic efficacy Ise (fEPSP/PFV ratio) determined in slices from WT and 3-hit male (left)
and female (right) mice, with increasing stimulus intensity, in control vs D-serine supplemented aCSF (males:
WT: n=18 slices vs 3-hit: n=20 slices; females: WT: n=12 slices vs 3-hit: n=10 slices). B. Index of NMDAr-mediated
synaptic efficacy Ise (fEPSP/PFV ratio) determined in slices from WT and 3-hit male (left) and female (right) mice,
with increasing stimulus intensity, in control vs bicuculline supplemented aCSF (males: WT: n=11 slices vs 3-hit:
n=9 slices; females: WT: n=13 slices vs 3-hit: n=12 slices). Represented data are Mean+SEM; Paired t-tests or
Wilcoxon paired t tests, *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.

4. Discussion

This electrophysiological study investigated the 3-hit model of schizophrenia-like phenotype that
has been recently described [12] associating three major risk factors including a genetic susceptibility,
an early stressful event and a late pharmacological insult. We report selective functional deficits
(dysregulation of NMDAr- and GABA-related processes) in male and female 3-hit mice that
recapitulate several neurotransmission system alterations that have been related to the schizophrenia-
like phenotype, thus reinforcing the face validity of the animal model [7,29,30].

The 3-hit model was based on a combination of genetic, environmental and pharmacological risk
factors. Each of these factors is not known to be sufficient per se to reproduce all aspects of the
disorder, but are supposed to generate a more extensive pathology if they are associated [31].
Although a lot of studies showed a substantial role of genetic susceptibility on schizophrenia
prevalence [32,33], whether one particular gene locus in the patients’ genome is essential remains
unknown. In the 3-hit model, a partial deletion of the MAP6 gene, which regulates the intracellular
microtubule organization [13,34] was selected rather than a complete knock-out, considering that
heterozygous MAP6 mice present slight cognitive and social deficits [18,35,36]. Indeed, complete
deletion of MAP6 drives severe behavioral and functional disturbances mimicking symptoms of
psychosis [13,37,38]. Besides, environmental perturbations in childhood have been correlated to a
stronger risk to develop a psychiatric disease [39,40]. An early maternal separation in rodents thus
disturbs brain development and adult behavior [14,19,41]. Furthermore, a decrease in social
interaction after maternal separation for 24h was reported in mice [14]. Therefore, maternal separation
at PND9 for 24h was retained for the 3-hit model. Finally, THC administrations from PND32 to PND52
were used as a third factor in the 3-hit model since cannabis increases the risk of developing psychotic-
like symptoms in case of chronic consumption during adolescence [42,43]. In rodents, deleterious
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effects of adolescent cannabinoid exposure have been reported on adult behavior (see review [44]),
and THC administration affects long-term memory and increases anxiety states [15]. Besides, THC
adolescent exposure is widely used in rodent schizophrenia models as a single factor [45] or in
combination with another factor [17].

The present electrophysiological study first indicates that the 3-hit conditioning does not
significantly affect the basal synaptic transmission mediated by non-NMDAr, i.e. AMPA subtype of
glutamate receptors, in CA1 hippocampal networks. This is strengthened by the absence of changes
in PPF indicating that presynaptic release of glutamate is not altered.

Regarding functional plasticity, contradictory results exist in the literature. Transcranial magnetic
stimulation showed a reduced LTP-like plasticity in the cortex of schizophrenic patients [46,47]. In
rodent models of schizophrenia, some studies reported a weaker hippocampal LTP after social
isolation [48], deletion of dysbidin-1 [49] or treatment with the NMDAr antagonist MK801 [50],
whereas an increase in LTP has been reported after deletion of DISC1 [51]. Besides, no change was
found in rats after prenatal injection of methylazoxymethanol acetate, a neurodevelopmental model
of schizophrenia [52]. Finally, different consequences on functional plasticity depending on
stimulation protocols have been reported [25], more particularly in rodent models of schizophrenia
[53,54]. In the present study, we observed changes in the expression of functional plasticity in 3-hit
mice depending not only on the strength of the conditioning stimulation but also on the gender of the
animals and/or the type of plasticity (STP vs LTP). Indeed, HFS-induced LTP was unchanged in 3-hit
mice, whereas the expression of TBS-induced long-lasting potentiation was depressed regardless of
the gender of the animals. This last result is consistent with Chalkiadaki et al. [55] investigating a
developmental model of schizophrenia using methylazoxymethanol administration during gestation
in mice. One striking difference between the HFS and TBS stimulation paradigms is the impact of
GABA modulation that is critical for TBS but not HFS-induced LTP to be expressed [28]. In contrast to
WT, we found that NMDAr activation in 3-hit mice was not affected by GABA receptor blockade with
the GABAA antagonist bicuculline, suggesting a failure of inhibitory influences in CAl neuronal
networks. In control conditions, presynaptic GABAs autoreceptors are critically involved in the TBS-
induced LTP allowing a long lasting potentiation to develop by substantially diminishing GABA
release [28]. If GABA availability is compromised in 3-hit mice, we could speculate that a weaker
activation of GABAs autoreceptors could promote a potent inhibition to persist during the TBS
delivery, thus reducing the expression of subsequent LTP. Specific changes in GABAs receptor
activation now need to be determined in 3-hit mice. However, since MAP6 knock-out mice showed a
decrease in vesicle density in presynaptic terminals in the CA1l area [13], alteration of presynaptic
release during the TBS delivery cannot be definitively ruled out, although there were no changes in
the PPF paradigm of glutamate release in 3-hit mice.

It is interesting to note that the impaired GABA regulation of hippocampal network functioning
could be linked to an attenuated PPI response [56,57]. This key behavioral feature, that characterizes
animal models of schizophrenia, has been recently described in 3-hit mice (see supplementary data of
Bouet et al (2020)) [12] and represent a behavioral correlate to the present functional deregulation, also
seen in MAP6 knock-out mice [58].

Besides, we found that HFS-induced LTP was not altered in 3-hit mice. In this paradigm of much
stronger conditioning stimulation than the TBS, the contribution of GABA regulation is minimized
and the number of NMDAr per se located at synaptic connections is the critical parameter that governs
the magnitude of the potentiation. Interestingly, a greater maximal isolated NMDAr activation was
found in 3-hit mice but only in females, possibly reflecting a higher synaptic receptor density. Gender-
related differences are gaining more and more importance in preclinical studies [16,17], and some
sexual dimorphisms have been shown in hippocampal plasticity [59-62]. Even if synaptic NMDAr
activity increased in female 3-hit mice, this facilitation did not change the level of HFS-induced LTP.
Besides, we showed that only male but not female 3-hit mice displayed a lower short-term potentiation
in the HFS protocol. Whether STP and LTP are two independent forms of functional plasticity, and
may be associated with distinct aspects of memory formation, remains an open issue [63]. But their
differential alterations could contribute, at least in part, to the sexual dimorphism associated with
schizophrenia-like cognitive deficits. Indeed, whatever the direction in changes affecting the
expression of functional plasticity in neuronal networks of 3-hit mice, it is interesting to note that they
parallel with alterations of hippocampus-related behaviors. In fact, these mice display working and
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reference memory impairments, sociability deficits and PPI impairments [12], that were currently
associated with hippocampal structural alterations and dysfunctions [56,57,64—68].

In conclusion, we provide evidence of functional impairments of hippocampal networks
(inhibitory dysregulation and impaired glutamate-related synaptic plasticity) in 3-hit mice displaying
deficits generally associated with the pathophysiology of schizophrenia [46-50,69,70]. Multifactorial
models such as the 3-hit model used here, certainly represent the future for preclinical studies of
psychiatric disorders and therefore appear as the best strategy for the development of more relevant
human medication, notably those targeting the GABAergic and glutamatergic systems.
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Figure S1. Increase in NMDAr activation by exogenous bicuculline but not D-serine is lower in 3-hit mice. A.
Percentage increase in the index of NMDA-r-mediated synaptic efficacy Ise (fEPSP/PFV ratio) in WT and 3-hit
slices from male (left) and female (right) mice with increasing stimulus intensity in control vs D-serine
supplemented aCSF (males: WT: n=18 slices vs 3-hit: n=20 slices; females: WT: n=12 slices vs 3-hit: n=10 slices). B.
Percentage increase in the index of NMDAr-mediated synaptic efficacy Ise (fEPSP/PFV ratio) in WT and 3-hit
slices from male (left) and female (right) mice with increasing stimulus intensity in control vs bicuculline
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supplemented aCSF (males: WT: n=11 slices vs 3-hit: n=9 slices; females: WT: n=13 slices vs 3-hit: n=12 slices).
Represented data are Mean+SEM; ANOVA or ANOVA with permutation tests, *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.
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Figure S2. Maximal synaptic NMDAr activation is higher in female 3-hit mice. Index of NMDAr-mediated
synaptic efficacy Ise (fEPSP/V A ratio) in hippocampal slices from WT and 3-hit from male (left) and female (right)
mice with increasing stimulus intensity in D-serine supplemented aCSF (males: WT: n=18 slices vs 3-hit: n=20
slices; females WT: n=12 slices vs 3-hit: n=10 slices). Represented data are Mean+SEM; ANOVA or ANOVA with
permutation tests, *: p<0.05; **: p<0.01.
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3. Résultats

3.2.2.1 Résumeé de I’article 2

L’objectif de cette étude était de caractériser I'intégrité des systémes de transmission
glutamatergiqgue et GABAergique ainsi que la plasticité fonctionnelle dans
'hippocampe du modéle 3-hit via une analyse électrophysiologique. L’utilisation
d’animaux males et femelles nous a permis d’observer des différences en fonction du
sexe, ce qui peut refléter le dimorphisme observé chez les schizophrenes. Nous avons
montré des altérations des systémes de neurotransmissions glutamatergique et
GABAergique ainsi qu’'un dysfonctionnement de la plasticité fonctionnelle (diminution
de la PLT) au sein de 'hippocampe des animaux 3-hit. La régulation des mécanismes
d’inhibition semble également affectée, ce qui peut étre corrélé au déficit d’inhibition
comportementale (inhibition du réflexe de sursaut) observé dans le modele 3-hit (voir
3.2.1.2 Supplementary results 2 de l'article 1).

Cette étude apporte des informations mécanistiques nouvelles qui renforcent la validité

d’apparence du modéle de schizophrénie 3-hit.

L’article 3 suivant est la premiére description d’'un test de latéralité olfactive chez la
souris, il nous a permis d’évaluer ce comportement chez les animaux 3-hit dans l'article
4,
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3.2.3 Article 3 : Olfactory laterality is valence-dependent in mice
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Abstract: (1) Background: Although olfaction is the predominant sensory modality in rodents,
studies focusing on lateralisation of olfactory processing remain scarce, and they are limited to the
exploration of brain asymmetries. This study aimed to test whether outbred and inbred mice (NMRI
and C57BL/6] mice strains) show nostril-use preference in processing olfactory stimuli differing in
terms of emotional valence under unrestrained conditions. (2) Methods: Five odour stimuli were
used in the study: vanilla, female urine, garlic, rat, distilled water. We measured the number of times
mice used their left or right nostril for each testing session. (3) Results: We here showed that mice
preferentially used their right nostril when sniffing attractive stimuli (female urine, vanilla), and their
left nostril when sniffing aversive stimuli (rat odour). Results were consistent for both strains. (4)
Conclusions: Surprisingly, the results obtained seem opposite to the valence theory assessing that
the left and the right hemispheres are dominant in processing stimuli with a positive and a negative
valence, respectively. It remains to be determined whether this valence-dependent pattern is specific
or not to olfaction in mice. These new findings will be important to better understand how both
hemispheres contribute to odour processing in rodents.

Keywords: olfactory laterality; Mus musculus; valence theory; emotional processing

1. Introduction

Although olfaction is the predominant sensory modality in rodents, influencing a large array of
behaviours (e.g., mating, intra-specific communication, predation, predator detection) [1], research
into olfactory laterality remains scarce. The basic circuit of the olfactory system begins with the sensory
olfactory neurons located in the nose epithelium. The axons of these neurons projects ipsilaterally to
the olfactory bulb (OB) [2]. Then, these neurons send their axons ipsilaterally to the olfactory cortical
areas: the anterior olfactory nucleus, the olfactory tubercle (OT), the piriform cortex (PC), the amygdala,
and the lateral entorhinal cortex [3]. Bilateral convergence occurs at most central olfactory structures
via the anterior commissure [4] and via commissural fibres originating in layer II of the PC [5]. In mice,
a zone of the main OB is dedicated to aversive odours processing (e.g., predators, spoiled food [6]).
Indeed, mutant mice devoid of glomerular structures in this zone are still able to detect and learn
these odours but not to behave adaptively. The firing rate of OT neurons in mice during an odour
discrimination task is sensitive to the associative outcome of conditioned odours [7]. In anaesthetised
rats, an electrophysiological study suggests that the recruitment of OT neurons might be directly
dependent on the biological significance of the odour [8]. Bilateral comparisons can be used by rats to
accurately report the direction of odour gradients [9]. Anterior PC responds to odours delivered to
either the ipsilateral or contralateral naris [10]; and following unirhinally training, memory can be
accessible via either nostril [11,12].

The limited air exchange between the two nasal pathways associated with the strongly ipsilateral
primary pathway may allow asymmetry in olfactory processing (Table 1). In rats, Litaudon and
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colleagues [13] have recently shown a positive correlation between behavioural responsiveness to an
odour and the activation of olfactory cortical areas (i.e., anterior PC and lateral amygdala) located in
the left hemisphere. The odours used in this study were chosen to be neutral: i.e., inducing neither
spontaneous aversion nor preference at the group level. Dantzer and colleagues [14] have shown that
left-bulbectomised rats do not behave adaptively in response to the odour of a stressed conspecific,
while being still able to discriminate between stressed and unstressed conspecifics (i.e., increase
in plasma corticosterone in the first case, not in the second). These authors have suggested that
the left hemisphere takes charge of behaviour in response to emotionally negative social odours.
When considering olfactory learning, a study in rats has shown a highly significant lateralisation of
translocation of enzyme protein kinase C from the cytosol to the membrane in the left PC [15]. More
recently, Cohen and colleagues [16] showed a transient interhemispheric asymmetry in the anterior PC
oscillatory activity at the initial stages of an odour discrimination task. This asymmetry was mainly
the result of an enhanced event-related oscillatory activity in the left than in the right anterior PC.
Interhemispheric coherence was recovered when rats started to succeed in the task. More recently,
Cohen and Wilson [17] showed that this left bias in the anterior PC was associated with a right bias in
the orbitofrontal cortex. The authors suggested that this functional lateralisation may enhance circuit
specialisation for increased efficiency in tasks requiring behavioural flexibility.

Table 1. Review of the studies on lateralisation of olfactory processing in rodents. OB: olfactory bulb;
PC: piriform cortex.

Species/Strain/Sex  Brain Structure Side Measure Reference

Enhanced beta frequency band
oscillations during the first

Ratsy/ ];xc:;lge SEva.ns anterior PC LEFT stages of odour discrimination [16]
learning Performance-and
context-dependent asymmetry

Rats/Long Evans anterior PC Enhanced odour-evoked

malge : orbitofrontal LEFT RIGHT  activity during initial stages of [17]
cortex odour discrimination learning
Olfactory-learning specific
Rats/Sprague lateralisation of translocation of =
Dawley females PC LEFT enzyme protein kinase C from (3]

cytosol to membrane

Absence of adaptive response
Rats/Wistar males OB LEFT to the odour of a stressed [14]
conspecific when lesioned

anterior PC Activation correlated with

RatWastanmales lateral amygdala LEEE behavioural responsiveness

[13]

Most studies have focused on brain correlates of olfactory processing in rodents, but none has
focused on nostril-use preference when exposed to different olfactory stimuli under unrestrained
conditions. These behavioural asymmetries have mainly been studied in horses and dogs. In both
species, right nostril is preferentially used when first exposed to novel olfactory stimuli whatever
their emotional valence (horses: stallion faeces in a plastic bag [18]; dogs: vaginal secretion, lemon,
veterinary sweat odour and adrenaline [19]). While the results are non-significant (possibly because of
a visual inspection conducted first), de Boyer des Roches and colleagues [20] showed a slight tendency
(67% of individuals) to use the right nostril rather than the left one to sniffa novel object for the first time.
Taken as a whole, these studies suggest that novelty associated with arousal is processed by the right
hemisphere. This is also consistent with the decrease in the right bias when mares were exposed 24 h
later to the same stallion faeces [18]. In horses, a right nostril bias was observed after repeated exposure
to adrenaline and urine of oestrous mares [21]. The higher the increase of cardiac activity, the higher the
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preference to use the right nostril at last. The authors suggested that the right hemisphere is involved in
the analysis of intense emotion and sexual behaviour. In dogs, a shift towards the use of the left nostril
was observed with repeated exposure to food odour, while the right nostril was still preferentially
used for aversive stimuli (veterinary sweat odorants and adrenaline [19]). More recently, Siniscalchi
and colleagues [22] also showed a right nostril use bias when exposed to the conspecific odour of a
dog placed in a stressful situation (i.e., left alone for 5 min in an unfamiliar environment). The right
nostril use preference for aversive stimuli (adrenaline in horses: [21]; veterinary sweat odourants,
adrenaline, and odour of an isolated congener in dogs [19,22]) appears consistent with the hypothesis
of the involvement of the right hemisphere in processing intense emotional stimuli [23]. Concerning
the shift towards the use of the left nostril for food, the results are consistent with a left hemisphere
involvement when performing routine behaviours in non-stressful conditions [23]. However, it should
be noticed that Siniscalchi and colleagues [21] did not observe such a left bias in horses exposed to
food odour.

Considering the lack of data concerning olfactory laterality in rodents in literature, the aim of
this study was to test: (1) whether mice show nostril asymmetries in processing olfactory stimuli
differing in terms of emotional valence under unrestrained conditions; (2) whether the strain of mice
tested (NMRI strain and C57BL/6) affects either the direction or the strength of asymmetries in odour
processing. Two different mice strains were chosen for this study: the NMRI (Naval Medical Research
Institute) outbred strain and the C57BL/6] inbred strain. The NMRI strain is frequently used in many
fields of general biology as well as in pharmacological studies, and C57BL/6] is the most widely used
inbred strain.

2. Materials and Methods

2.1. Animals

Experiments were performed on two-month-old male Naval Medical Research Institute mice
(NMRI; 1 = 20) and on two-month-old male C57BL/6] mice (1 = 20), purchased from Janvier Laboratories
(Le Genest-Saint-Isle, France). Mice were housed per five in standard polycarbonate cages (42 x 29
X 15 ecm). They were maintained on a reversed 12 h L-D cycle (lights on at 7:00 pm) with food
and water ad libitum, constant temperature (22 + 2 °C) and humidity (55 + 10%). Behavioural tests
were undertaken between 09:00 am and 04:00 pm. Animals were acclimatised to the experimental
room 30 min before testing. All experiments were carried out in accordance with the Directive of
the European Council (2010/63/EU), the French regulation regarding the protection of animals used
for scientific purposes, and the regional ethics committee (Comité d’Ethique NOmandie en Matiére
d’Experimentation Animale, CENOMEXA; agreement number 54).

2.2. Apparatus and Odour Stimuli

The corner-shaped apparatus consisted of two vertical boards (30 cm x 20 cm X 1 cm) attached on
one side (angle of 30°), and a third board used to close the apparatus on the other side and reduce
the length of the apparatus to 20 cm (Figure 1). A small opening (width 0.3 cm) between the boards
allowed the experimenter to insert the tip of a 10 pL-pipette containing an odour stimulus (length of the
tip inserted in the apparatus was 1.7 cm long). According to preliminary experiments, the optimum
height of the tip of the pipette, which allows a clear assessment of the nostril used during sniffing,
was 10.5 cm and 8.5 cm for NMRI and C57BL/6] mice, respectively. A video camera was placed above
the corner of the apparatus.
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Figure 1. Apparatus used to test olfactory lateralisation in mice. The tip of the pipette filled with 10 pL
of one of the five odour stimuli is inserted through the slit before placing the mouse in the apparatus.

Five odour stimuli were used in the study: (1) vanilla; (2) odour of female NMRI mice or female
C56BL/6] mice (according to the strain of the tested mouse); (3) garlic; (4) rat odour; (5) distilled water.
The vanilla odour was prepared by mixing five drops of concentrated vanilla flavouring (Déco’Relief®,
France) in 20 mL of distilled water. Garlic odour was prepared by mixing 2.4 g of mashed garlic in
60 mL of distilled water for 10 min. Female mice odour was prepared by mixing 35 g of female-soiled
bedding with 300 mL of distilled water for 30 min. Rat odour was prepared by mixing 45 g of rat-soiled
bedding with 300 mL of distilled water for 30 min. All odour stimuli (pure distilled water included)
were aliquoted in Eppendorf tubes (0.5 mL), and stored at —20 °C until testing.

2.3. Procedure

At the beginning of a test session, the tip of the pipette was filled with 10 uL of one of the five
odour stimuli and inserted in the apparatus. The tested mouse was then placed at the opposite side of
the apparatus, facing the tip of the pipette. The test session lasted 10 min. The behaviour of the mouse
was recorded continuously during olfactory inspection for subsequent analysis. Each individual was
tested with one odour per day, over five consecutive days. The five odour stimuli were presented in
random order. The tip of the pipette was changed between each tested individual. All video recordings
were analysed by two blind experimenters (unaware of the identity of the tested mouse, and of the
odour stimulus). The first nostril used at the beginning of a testing session and the number of times a
mouse used its left or right nostril (L and R, respectively) during odour sniffing was noted for each
testing session (Figure 2). When the use of one or the other nostril could not be clearly stated by the
experimenters, the data point was discarded.

(a) (b)

Figure 2. (a) Image of an NMRI mouse using its right nostril to sniff the odour presented; (b) Image of
a C57BL/6] mouse using its left nostril to sniff the odour presented.
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2.4. Data Analysis

A repeated-measures two-way ANOVA (with odour stimuli as a repeated factor, and strain as
an independent factor) was conducted to compare the mean number of sniffs during testing sessions,
and effect size was computed (ges: generalised Eta-squared measure of effect size). Benjamini-Hochberg
post-hoc tests were used to make subsequent pairwise comparisons.

Binomial tests were used to determine whether a nostril (i.e., left or right) was used more frequently
for the first sniff at the beginning of a testing session for each odour, and each strain. Cochran tests
were run in each strain to determine whether the proportion of mice using their right or left nostril
first were different according to the odour tested. Confidence intervals and odds ratio are available in
Tables 51-S3.

A Laterality Index (LI) was calculated for each test session for each mouse, according to the
formula: LI = (R — L)/(R + L). LI is a continuous variable ranging from +1 to —1. Positive values
would thus indicate a preference to use the right nostril, and negative values a preference to use the
left nostril. Absolute values of laterality indexes (absLI) were calculated for each test session for each
mouse to assess laterality strength. absLIis a continuous variable ranging from 0 to 1. A value of 1
would indicate that the mouse was always using the same nostril during the test session, a value of 0
would indicate that the number of times a mouse used its left or right nostril was the same during the
test session (i.e., no preference). To analyse LI and absLI results, only animals that had sniffed the tip
of the pipette at least 6 times during a training session were considered. This criterion was used as it is
the lowest value for which it is possible to obtain a significant result using a binomial test to test nostril
preference (i.e., if an individual is using the same nostril six times out of six sniffs, it is preferentially
using this nostril: binomial test: p = 0.03). Significant departures from chance level (0) were estimated
by running two-tailed one-sample —t-tests on LI for each odour in each strain. p-values obtained were
corrected according to the Benjamini-Hochberg procedure in each strain. As the number of mice was
different according to the odour presented (see above criterion of inclusion), it was impossible to run
a repeated-measures two-way ANOVA (with odour stimuli as the repeated factor, and strain as the
independent factor) to compare the mean LI or absLI during testing sessions. Then, Welch two-sample
t-tests were used to compare LI or absLI between the two strains for each tested odour. Confidence
intervals and effect size (Cohen’s d) for mean comparisons are available in Tables S4-57.

Data analyses were conducted using R software (Free Software Foundation, Vienna, Austria;
R Development Core team 2009). The statistically significant threshold was « < 0.05.

3. Results

The mean number of sniffs during a session was significantly different between odours, but not
between strains, and no interaction was observed (two-ways ANOVA: odours: F = 40.36, p < 0.001,
ges = 0.40); strains: F =1.43, p = 0.24, ges = 0.01; odours/strains: F=0.73, p = 0.57, ges = 0.01; (Figure 3).
Pairwise comparisons showed that the number of sniffs was lower during female and rat odour sessions
compared to the other odour sessions (female or rat, compared to vanilla, water, or garlic: all pairwise
comparisons: p < 0.001), but not different between female and rat odour sessions (female/rat: p = 0.27).
The mean number of sniffs during water sessions was not different in comparison with vanilla odour
sessions (p = 0.68) but was lower compared to garlic odour sessions (p = 0.02). The number of sniffs
during vanilla and garlic odour sessions was not different (p = 0.13).
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Figure 3. Number of sniffs (mean =+ s.e.m) directed to the tip of the pipette during a session. Different
letters indicate statistical differences between odours (Benjamini-Hochberg pairwise comparisons).

We found no nostril-use preference at the group level at the beginning of a session, whatever the
strain or the odour (binomial tests: NMRI: female and vanilla: p = 0.50; water, garlic, rat: p = 0.26;
C57BL/6]: female: p = 0.82; vanilla: p = 0.50; water, garlic: p =1; rat: p = 0.26; Figure 4). The first nostril
used was not significantly different according to the odour whatever the strain considered (Cochran
test: NMRI: Q = 6.25, df =4, p = 0.18; CR7BL/6]: Q = 3.82, df = 4, p = 0.43).
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Figure 4. Percentage of mice using their right nostril to first smell the tip of the pipette filled with the
odour stimulus at the beginning of a testing session. The dotted line indicates the theoretical expected
distribution (50%).

During a testing session, the number of times mice used their right and left nostril choices
were not significantly different from random when tested with distilled water (one-sample t-tests,
Benjamini-Hochberg correction: NMRI: t = —0.23, df =17, p = 0.82; C57BL/6]: t = —0.68, df =19, p = 0.51;
Figure 5) or garlic odour (NMRI: t = —1.8, df = 19, p =0.15; C57BL/6]: t = —1.13, df = 19, p = 0.34).
However, mice were more likely to use their right nostril when tested with female mice odour (NMRI:
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t=3.45,df =8, p =0.04; C57BL/6]: t = 3.68, df = 15, p = 0.01). C57BL/6] mice were more likely to use
their left nostril when tested with rat odour, and NMRI mice also tended to preferentially use their left
nostril (NMRI: t = =254, df = 8, p = 0.07; C57BL/6]: t = —=3.52, df = 10, p = 0.01). Although NMRI mice
displayed no nostril preference when exposed to vanilla odour, C57BL/6] mice tended to preferentially
use their right nostril (NMRI: t = 0.92, df = 17, p = 0.46; C57BL/6]: t =2.10, df = 19, p = 0.08). Whatever
the odour considered, no difference between the two strains were observed (Welch two-sample f-tests:
female: t = 0.59, df = 22.54, p = 0.56; vanilla: t = 0.95, df = 35.90, p = 0.35; water: t = —0.30, df = 35.61,
p = 0.77; garlic: t = 0.26, df = 36.41, p = 0.80; rat: t = —0.76, df = 17.89, p = 0.46). Concerning absLI,
whatever the odour considered, no difference in laterality strength was observed between the two
strains (Welch two-sample t-tests: female: t = 0.93, df = 22.71, p = 0.36; vanilla: t = 1.34, df = 35.89,
p =0.19; water: t = 0.75, df = 30.20, p = 0.46; garlic: t = 1.22, df = 37.99, p =0.23; rat: t = 0.99, df = 17.70,
p=0.33).

0.6 - ONMRI ®C57BL/6J

04 | *

0.2

Laterality index
(o)

*

FEMALE VANILLA WATER GARLIC RAT

Figure 5. Laterality indexes (mean + s.e.m) obtained for each odour in the two mice strains tested.
One-sample f-tests: *: p < 0.05.

4. Discussion

In this study, we showed for the first time that mice display preferential nostril use according to the
odour presented. During sniffing of female urine, mice preferentially used their right nostril. On the
contrary, during sniffing of rat odour, mice preferentially used their left nostril. Finally, when tested
with a neutral solution (i.e., distilled water) or garlic odour, no nostril-use preference was observed.

Here, mice have not shown any initial preference to use their right or left nostril independently
of the valence of the odour presented, as it has been shown in other species. Indeed, in both horses
and dogs, during the initial presentation of an odour, individuals preferentially use their right nostril
whatever its emotional valence [18,19]. It has been suggested that, in mammals, the right hemisphere
attends to novel stimuli. In our study, odour spreading inside the apparatus might explain the
absence of stimulus-independent nostril-use preference when first approaching the tip of the pipette.
Indeed, when placed in the apparatus, both visual and olfactory explorations are undertaken by
tested individuals, and they might have already identified the type of odour they are exposed to,
before starting to come close to the tip of the pipette. This is consistent with the fact that, even if not
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significantly different from random, the percentage of mice using their right nostril is above 50% for
female urine and vanilla for which they display a right-nostril use preference when considering the
whole session, and under 50% for rat odour for which they display a left-nostril use preference when
considering the whole session. To test whether mice consistently use one of their nostrils to initially

explore a new odour stimulus, further studies may require an air extractor below the tip of the pipette.

Given that olfactory information ascends mainly ipsilaterally from each nostril to the primary
olfactory cortex in the same hemisphere in mammals [24], the pattern of nostril use observed suggests
an involvement of the right hemisphere for processing female urine. Although female urine has been
shown to activate predominantly the posterodoursal medial amygdala in male mice [25], we do not
know whether this activation is higher on the right side. Here, the right-nostril use preference for
processing female odour is consistent with literature commonly pointing to a right hemisphere bias
for processing social stimuli. In horses, a right-nostril use preference was observed when they were
exposed to stallion faeces [18], or oestrous mares [21]. This right hemisphere bias for processing social
stinuli has also been shown in the visual modality in a large array of non-human mammals (Odobenidae,
Equidae, Cervidae, Bovidae, Macropodidae) [26]. In most species studied (both aquatic and terrestrial
mammals), infants preferentially position themselves to keep their mother in their left visual field
(i.e., right hemisphere involvement), than in their right visual field.

The left-nostril preference, when exposed to rat odour, suggests an involvement of the left
hemisphere for negative emotional processing. Indeed, exposing C57BL/6] mice to a rat elicits anxiety
responses (e.g., greater immobility) and increased plasma corticosterone levels [27]. In literature,
rats are both described as predators and competitors of mice, their density negatively affecting mice
abundance [28]. Conversely, rat eradication can greatly increase mice population [29]. As right
hemisphere dominance is commonly described in mammals for negative emotional processing [30],
we might have expected mice to display a right nostril preference when exposed to rat odour. However,
asymmetric processing of stressful stinuli seems to depend on numerous factors (e.g., brain structure
considered, sex of tested individuals [31], nature of the stressor, length of stress exposure, delay
post-stress) in rodents. If we consider the olfactory bulb which allows mice to display adaptive
behaviours when exposed to innate aversive odours (e.g., predator, spoiled food [6]), its integrity
on the left side is critical to behave adaptively in response to the odour of a stressed conspecific
(rats [14]). The amygdala also seems responsible for some innate olfactory behavioural responses,
as rats with lesioned amygdala show reduced freezing compared to sham-lesioned congeners when
facing an immobile predator [32]. At a brain level, a right hemisphere potentiation (between the
central amygdala and periaqueductal gray) was observed at 11 to 12 days post-stress, but not at 1% day
post-stress [33-35]. In rats exposed to a restraint stress, changes in dopamine activation shift from a
greater left-sided (at 15 min) toward a greater right-sided effect (from 30 min) in the medial prefrontal
cortex [36]. Taken as a whole, it seems that the two hemispheres might contribute differentially to the
behavioural response to stressors, and the right hemisphere might be particularly important in long
term response to stressors. That might be consistent with the fact that the left hemisphere is primarily
involved during the initial stages of different olfactory tasks in rats (Table 1).

In our study, the odours of vanilla and garlic, both potential food items, were initially chosen
for their expected emotional valence: respectively, attractive and aversive odours. Indeed, it has
been shown that mice are attracted to vanilla flavour [37] and that conversely, garlic odour has been
described as aversive for mice [38]. Detecting pleasant and unpleasant odours is particularly adaptive
as they are important signs of potential resources in mice [1]. Both odours were actively explored
during the test sessions, much more than female and rat odours. However, only a statistical trend for
right nostril-use preference was observed for vanilla in C57BL/6] mice. Surprisingly, we were expecting
a left-nostril use preference when exposed to a pleasant odour to be consistent with the hypothesis of
left hemisphere dominance to process positive emotions [39]. This result associated to the left-nostril
preference when exposed to rat odour might indicate an asymmetric pattern of olfactory processing
that might be different in mice than in other mammals studied: with positive (female urine, vanilla)
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and negative (rat) odours preferentially processed by the right and the left hemisphere, respectively.
As it is the first time nostril-use preference has been tested in rodents, further studies will be helpful to
better determine whether this pattern is common in rodents, or specific to Mus musculus.

This study describes for the first time nostril-use preference in rodents, and more specifically in
mice. The absence of strain effect (excepting for vanilla) suggests that this pattern might be commonly
shared by different mice strains. Further studies will be useful now to determine whether the specific
pattern of olfactory lateralisation observed, is specific to the sensory modality studied (i.e., olfaction)
or more generally the reflect of emotional lateralisation in mice. Better understanding asymmetric
processing of emotional stimuli in mice (commonly used to model human pathologies) might provide
important insights into environmental conditions and developmental mechanisms that may alter
behavioural and brain asymmetries as observed in different neuropsychiatric disorders in humans.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2073-8994/11/9/1129/s1:
Supplementary data (S1 S7).
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3.2.3.1 Résumé de I'article 3

Il existe de nombreux tests comportementaux pour évaluer les latéralités motrice (ex :
test du coin) et sensorielle (ex : tests de préférence visuelle). Ces derniers portent
souvent sur une modalité visuelle ou tactile. Cependant, un grand nombre de
mammiféres, dont les rongeurs, présentent des performances olfactives bien plus
développées que celles des humains. Ainsi, [l'utilisation d’autres modalités
sensorielles, telles que la vision chez ces espéces peut étre inadaptée puisqu’elle peut

étre altérée chez certaines souches de souris.

L'utilisation de l'olfaction présente donc des avantages pour mesurer la latéralité
olfactive des rongeurs, mais aucun test comportemental n’était jusque-la décrit pour
évaluer la latéralité via l'olfaction. En s’inspirant d’'un protocole développé sur des
chiens, nous avons mis au point un nouveau test de latéralité olfactive chez des souris
C57BL/6 et NMRI.

Nous avons observé une préférence des souris pour l'utilisation de leur narine droite
pour explorer les odeurs a valence positive, a I'inverse on observe une préférence pour
l'utilisation de la narine gauche pour explorer les odeurs a valence négative. Ces
résultats conferent a ce test des perspectives d’application intéressantes a des
modeles de pathologies, en particulier la schizophrénie, dans laquelle on observe une

modification de la latéralité cérébrale.

L’article 4 suivant consiste en la caractérisation de la latéralité olfactive des souris 3-

hit dans le test décrit précédemment.
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Abstract: Laterality is mostly tested in rodents through motor function (preferred paw), but scarcely through
sensory modality. We describe here a protocol to assess olfactory laterality in mice on the basis of a preferred use
of right versus left nostril for odor stimuli that differed in terms of emotional valence. The apparatus is composed
of two vertical boards, attached on one side with an angle of 30°, spaced to introduce a micropipette containing
an odor stimulus (mice soiled litter, vanilla, garlic, rat soiled litter, cat soiled litter, or distilled water). The mouse
is placed, freely-moving, for 10-min and videotaped from above to allow a posteriori analysis of left/right nostril
uses. The odors are randomly assessed for each mouse (1 odor per day), allowing to test 20 mice within one week.
As an example application, we show deficits of olfactory laterality in a new mouse model of schizophrenia

pointing brain asymmetries.

1. Introduction

Laterality has been investigated in several animal species'* for diverse reasons, from
evolutionary purpose (adaptive processes) to biomedical research, given that laterality reflects brain
asymmetries, and can consequently reveal brain dysfunction. Asymmetries in brain function have
been assessed in healthy animal, after brain lesion (trauma, stroke, etc.) or even in models of
psychiatric diseases (psychosis)>. Investigating brain asymmetries in mice is gaining importance
because they represent more than 60% of species used in research and because the mouse is the most-
used species for genetic engineering. How assessing brain laterality in mice through behavioral tests
has been described in several tasks. However, most of these tasks consists in observing the preferred
paw to perform a particular movement (collecting a reward with the paw for instance’), or observing
a postural or rotational asymmetry?®. Several sensory modalities have been investigated in mice, and
in particular, tactile sensitivity (adhesive removal?), vision (touch screen'?), and audition (ultrasonic
communication calls'?). Olfactory laterality has been essentially studied in chicks, horses and dogs’-2.
Strikingly, even is olfaction is the most predominant sensory modality in rodents'?!?, a method to
assess olfaction laterality in rodent is not yet described, and would benefit to many fields of research
(biomedical research, evolutionary sciences, ethology, etc.).

The present protocol was designed to measure a nostril-use preference in processing olfactory
stimuli differing in terms of emotional valence. We used two strains of mice (C57BL/6 and NMRI12),
and a new 3-hit mouse model of schizophrenia. The test of olfactory laterality presented here has been
described in horses and dogs®!4. The protocol is adaptable to all other strains of mice by adjusting the
position of the pipette containing odors, and to rats by increasing the apparatus size and the height of
the pipette.

Animals need to be habituated to the apparatus and procedure before the testing takes place.
Thereafter, mice are placed individually in the corner test for 10-min free exploration of the
environment and the odorant pipette. To closely explore the stimulus, the mouse must rear, and points
its nose to the pipette. The behavior is videotaped from above with a great quality for collection of the
nostril use. Several odors can be tested, with one odor per session and one session per day. A control
odor, which correspond to solvent use for preparation of odor stimuli, must be use. When pathological
models are tested, the same control group than other behavioral procedures is needed. It is preferable
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that the same experimenter, holder of a certificate for animal experimentations, conducts the entire
experiment to limit diversity of olfactory bias and increase variability in animal handling.

This protocol needs highly standardized environmental conditions, with limited odors and sounds.
Video camera setting and light must be finely adjusted and maintained throughout the sessions. A
minimum of 64 lux is necessary to obtain good quality video images.

2. Applications

Studying olfactory laterality in rodents would benefit to many fields of research. Indeed, several
dimensions are concern: sensory (olfactory functions), brain asymmetries (psychiatry, stroke, trauma),
emotion (odor valency, hedonism), genetic (laterality involvement), stress (may adjust laterality
strength), cognition (learning, memorization). These numerous applications vary from fundamental
to applicable researches with biomedical use.

In psychotic patients, abnormal brain lateralization has been described'>'¢. The classical measure of
brain lateralization, which is indirectly obtained by the study of handedness, showed a less lateralized
pattern and/or larger proportion of left-handed persons in schizophrenia patients than in global
population!”!8, Some other tests bring information about lateralization in schizophrenia, as the
Grooved Pegboard Test (a manipulative dexterity test'?), visual attention test?, cued movement task?!,
or the mental number line test??. These behavioral observations are windows on brain asymmetry. In
preclinical context, a left-preference motor bias have been demonstrate in rats submitted to early life
stress, a model of psychosis?.

Animal models of schizophrenia represent an essential key to go deeper in mechanisms of such a
complex and misunderstood pathology. It is important to improve behavioral testing to address
complex cognitive functions, and adapt it to the species used. Rodents, and particularly mice, are more
and more often chosen to model schizophrenia for experimental research, particularly because genetic
manipulations are highly useful®. In rodents, olfaction is one of the most important sensory input to
distinguish congeners, predators, food, to locate in space, and more widely to control behavior?®.
Consequently, assessing olfactory laterality in mice could bring a very innovative tool to characterize
several dimensions of behaviors related to lateralization. And, for instance, highlight schizophrenia-
related deficits of brain asymmetry as can be expected in animal models of psychosis.

3. Materials

Experiments were performed in accordance with French and European Economic Community
guidelines for the care and use of laboratory animals (2010/63/UE) and authorized under the
N°APAFIS#8203-2016120817103795v4.

3.1. Reagents

Two-month-old male Naval Medical Research Institute mice (NMRI; N=20) and on two-month-
old male C57BL/6] mice (N=20), were purchased from Janvier Laboratories (Le Genest-Saint-Isle,
France). Three to five-month-old C57BL/6 mice (N=20) were purchased from CURB (Centre
Universitaire de Ressources Biologiques, Caen, France). Animals were housed in standard cages with
free access to food and water, maintained on a reversed light-dark cycle (12-12h, light on at 7 p.m.),
with constant temperature (21 +1°C) and humidity (55+10%).

Six odor stimuli were prepared, filtered (with exception for vanilla odor), aliquoted in Eppendorf
tubes (0.5mL), and stored at -20°C until use. Vanilla odor was prepared by mixing five drops of
concentrated vanilla favoring (Déco’Relief®, France) in 20mL of distilled water. Garlic odor was
prepared by mixing 2.4g of mashed garlic in 60mL of distilled water (room temperature) for 10min.
Mice soiled litter odor was prepared by mixing 35g of soiled bedding with 300mL of distilled water
for 30min. Male and female soiled bedding was used separately to present a mice soiled litter odor of
the other gender than the tested mouse. Rat soiled litter odor was prepared by mixing 45g of rat-soiled
bedding with 300mL of distilled water for 30min. Cat soiled litter odor was prepared by mixing 45g
of cat-soiled bedding with 300mL of distilled water for 30min. Control odor was distilled water. Odor
stimuli must be used at room temperature, accordingly, aliquoted must be unfrozen about one hour
before experiments. In standard animal facilities conditions, mice are naive to odors (excepted for mice
urine if males and females are maintained in the same room).
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CRITICAL Mice and rat bedding (aspen wood) was changed twice a week, then, soiled bedding
corresponded to 3days use in standard cages, with 3 to 5 animal per cage (for mice), with 1 to 2 animal
per cage (for rats) and with a only cat per litter. The collection is carried out where there is the most
fecal boli.

Clean litters must be tested to avoid the litter odor effect. No differences between water odor and
litters odors (aspen wood and cat litter), have been shown in our experiments whatever the parameter
considered.

3.2. Equipment

- Corner-shaped apparatus?: two vertical boards (30x20x1cm) attached on one side (angle of 30°)
with a small opening (width 0.3cm), and a third board used to close the apparatus on the other side
and reduce the length of the apparatus to 20cm.

- A 10pL-pipette with corresponding tips (minimum length 1.7cm).

- A high-definition video camera (1080p) with high-frequency frame rate (100 images/sec), placed
above the corner of the apparatus (focus must be made on the pipette tips ending).

- A shelf to maintain the micropipette. Tip height is determined by the height of mouse’s snout
in a rearing position allowing to reach the tip (height of 8.6cm for C57BL/6 mice, and of 10.5cm for
NMRI mice). CRITICAL We used a tower of Lego® bricks, which allows adapting the height to any
another mice strain/size.

- A classic tally counter for video analysis.

3.3. Reagents setup
3.3.1. 3-hit schizophrenia model

Based on theoretical etiology of schizophrenia which considered complex interactions between
genetic predisposition, early and late environmental factor?¢?, the 3-hit mice model consists on a triple
factor association, as described in?. In this model the genetic factor is a partial deletion of the MAP6
gene, combined with an early maternal separation and a chronic THC administration during
adolescence.

The 3-hit mice were heterozygous MAP6+/- mice generated from MAP6-/- C57BL/6/129SvPas F1
animals?, mated with C57BL/6 females. At 9 day of age, litters were separated from their dam and
placed in a nearby cage during 24h3. From P32 to P52, mice received daily intraperitoneal injection or
tetrahydrocannabinol®! (THC 8 mg/kg from Sigma Aldrich®, and 3.5% Tween 80 in saline solution).
A 1-week washout was respected after later environmental factor to avoid acute effect of THC
exposure.

3.3.1. Experimental control

Control mice were wild type littermates (MAP6+/+). Maternal separation was performed in the
same way than 3-hit mice but elapsed only 20s, and control condition of THC exposure consisted in
daily intraperitoneal injection of vehicle (3.5% Tween 80 in saline solution). At weaning, end tail
collection was performed in all mice under anesthesia (isoflurane 5%), for genotyping?.

CAUTIUS To limit diversity of olfactory bias, using of strong smell beauty products is prohibited
and experimenter must habituate mice to his own body odor.

3.3. Equipment setup

Corner test apparatus must be placed in the center of the experimental room, and care has to be
taken to avoid any eventual lateralization bias (door and light position, possible objects placed on a
side and not the other, such as posters walls, computer, garbage, etc.). The room has to be uniformly
lightened (in our conditions, room luminosity was of 64 lux). The shelf that maintains the micropipette
must be attached to the ground, and the pipette has to be placed on a very precise position for each
trial (adjusting height and length of the tip, Figure 1). Parameters setting of the camera have to be
adjusted and stabilized to obtain locked focus, contrast and brightness and a perfect image of the tip
of the micropipette. CRITICAL To maintained a good positioning of the objects along the sessions,
the positioning of each elements can be tagged on the floor (chalk or adhesive tape).
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Before each trial, the complete apparatus (corner test apparatus, shelf for the micropipette, and
micropipette) has to be cleaned with 70% ethanol. Each tip is thrown away after use. Reuse a tip is not
recommended because mice touch the tip with their snout or paws and can let an odor, that could
induce a bias. Moreover, a new tip containing fresh odor solution is necessary for each trial to be sure
of the same stimulus strength for all mice. CRITICAL Do not use too much alcohol solution for
cleaning to avoid prominent odor; apparatus must be dry when a mouse is tested.

Figure 1. Left. Corner -shaped apparatus with camera and pipette representation, the mouse rears to smell the
tip. Right. Vue of the camera allowing to determine which nostril is use, example from a C57BL/6 mouse which
use the left nostril at top and from a NMRI mouse using the right nostril at down.

4. Procedure

Acclimating mice to the testing box TIMING 1min

1- The animal cage has to be transferred from the animal facility to the testing room at
least 30min before starting the experiment to allow habituation to the new environment.
Troubleshooting

Be careful to avoid any olfactory bias in the testing room, and for instance, the place where the
cages are positioned. If cages are placed on the right or the left of the apparatus, the tested mouse
could be disturbed by the congener’s odor.
Install the stimulus TIMING 1min

2- Take 10uL of odor stimulus with the micropipette and place it on the shelf obtain
appropriate height and length of the tip filled with odor.
Testing phase TIMING 10min

3- Place the mouse to be tested in the apparatus, farthest from the tip, for free exploration
of the environment and the odor for 10min.
Troubleshooting

If the mouse jump on the walls and go out the apparatus, use higher walls and adjust camera
setting. Such a behavior has not been observed in NMRI and C57BL/6 in our experiments, but could
probably occur with other strain or in particular experimental conditions (stress, use of
pharmacological compounds, etc.).
Removing phase TIMING 1min

4- Take gently the mouse and put in the home cage.
Manual video analysis TIMING 5min
5- Take a tally counter in each hand and watch the video (an adapted software with

possibility of speed modification is recommended: BORIS, NOLDUS®© Ethovision, VLC). When the
mouse smells the tip (nostril less than 1mm) with the right nostril, click with the right hand, and do
the same with the left hand when the mouse uses the left nostril.

Troubleshooting
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To avoid any left-right confusion during video analysis make sure that the right nostril contacts
with the tip are counted by the right hand and vice versa. Otherwise, reverse the videotape, or do not
forget to inverse results if camera positioning induces a reversed effect between the right of the video
and the right of the mouse.

5. Data collection

For each animal and trial, two parameters can be collected: first nostril use (for each session), and
number of right and left nostril use. With the first nostril use, a percentage of right nostril use first can
be determined for each experimental group and odor stimulus. Binomial tests could be done to
determine whether a nostril was used more frequently for the first sniff for each odor, and each
experimental group. Cochran tests could be run in each experimental group to determine whether the
proportion of mice using their right or left nostril first is different according to the odor tested. With
the second parameter, the total number of sniffs is determined for each experimental group and odor
stimulus. If an animal sniffed the tip of the pipette less than 6 times during a session, it has to be
excluded. This criterion has been defined as the lowest value for which it is possible to obtain a
significant result using a binomial test!2. With the total number of sniffs for each individual and each
odor stimulus, a repeated-measures two-way ANOVA (with odor stimuli as a repeated factor, and
strain as an independent factor) could be conducted to compare the mean number of sniffs during
testing sessions, by calculating as well the effect size (ges: generalized Eta-squared measure of effect
size). Benjamini-Hochberg post-hoc tests could be used to make subsequent pairwise comparisons.

A laterality index (LI) is calculated for each test session for each mouse, according to the formula:
LI= (R - L)/ (R + L)2 Absolute values of laterality indexes (absLlI) is considered in the same way. LI
and absLI are continuous variable ranging from -1 to 1 and 0 to 1, and reflect direction and strength
of laterality, respectively. Significant departures from chance level (0) could be tested by running two-
tailed one-sample t-tests on LI for each odor in each group. P-values obtained should be corrected
according to the Benjamini-Hochberg procedure in each group. The statistically significant threshold
is ¢ < 0.05.

6. Anticipated results

About the study of Jozet-Alves et al? comparing two strains, no preferences have been shown for
the first nostril use (Figure 2 A, left and tables). Whereas the total number of sniffs differ between
odors but not strains, with more sniffs when mice explore vanilla, water and garlic odors in
comparison with mice and rat odors (Figure 2 A, right). No strains difference appears concerning LI
and AbsLI whatever the odor tested (Figure 3 A, histograms and LI / AbsLI comparison to chance
level tables). The two strains use preferentially the right nostril to smell mice odor and the left nostril
to smell rat odor, only C57BL/6] mice use preferentially the right nostril to smell vanilla odor (Figure
3 A, left and “LI comparisons to chance level” tables). AbsLI do not differ between odors or strains
(Figure 3 A, right and “AbsLI comparisons to chance level” table).

In the present study, in contrast with the study of Jozet-Alves et al'?, one preference to use the
right nostril for the first sniff have been shown in control group (Figure 2 B, left and tables). No other
significant difference appears concerning the first nostril use. Results about total number of sniffs are
also deviating from'?> without statistical differences between odors. No statistical differences between
groups have been demonstrated for this parameter (Figure 2 B, right). LI indexes show a preference to
use the left nostril for 3-hit mice, but no more significant nostril preferences. A difference between
groups for cat odor have been demonstrated with a higher preference to use the left nostril for 3-hit
group (Figure 3 A, left and “LI comparisons to chance level” tables). Concerning AbsLI, according to'2,
no difference with the reference value or between groups was shown (see Figure 3 B, right and “AbsLI
comparisons to chance level” table).

These two experiments demonstrated no difference between two strains of mice commonly use
in laboratory, and an increase of left nostril preference in a multifactorial murine schizophrenia model.

Some differences between the study of Jozet-Alves et al'2 and control group of the present study
appears, particularly with the total number of sniffs. Several explanations could be highlight, with in
first the use of two gender only in the second study, and in second the strain of control mice with is a
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cross between C57BL/6 mice and C57BL/6/129SvPas. Experimenters was also different; this
environmental bias could become important in behavioral tests using olfactory modality.

These results on 3-hit mice model of schizophrenia showed that this innovating method to assess
olfactory laterality is efficient to highlight valence-dependent laterality disturbances. Behavioral
laterality reflect cerebral lateralization, and olfaction is the predominant sensory modality used by
rodents’®. Then, the present method to assess olfactory laterality is a new tool to improve knowledge
on laterality dysfunctions that have to be evidenced in animal models of schizophrenia, as observed
in human!51633,

This test has the advantage to address another interesting aspect a behavior that is largely
investigated in brain research, i.e. hedonia. Anhedonia is a common symptom in depression, anxiety,
traumatic stress, schizophrenia’+3, a negative-like symptom currently looked for in animal models of
schizophrenia®%, and can be measured in animal models by the sucrose preference test¥3. However,
this protocol uses only palatable drinking stimulus that does not cover the large number of modalities
concerned by anhedonia in schizophrenia. In the present protocol, positive value stimuli can also be
interpreted a sign of anhedonia, giving the possibility to highlight a lack of interest for positive stimuli.
This could be performed by using social and food odors, that bring another element of conventional
anhedonia measurement.

A
100 CONMRI 30 ONMRI
= W C57BL/6) mC57BL/6)
S 25 b
z 75 52 b,c
= E 20 c
4 %
2 50 5 15
£
2 5 10 a a
x 25 =
o0 8 5
i ©
0 0
& N ) & > & N & ¥ &>
™ N\ XS K K N N X X X
N ~\'§ &0 @ S \\”o(\ & &
Odor pvalue  Confidence Intervals Odds ratio Odor p value  Confidence Intervals Odds ratio
Mice 0.50 0.36 0.81 1.50 Mice 0.82 0.32 0.78 137
Vanilla 0.50 0.36 0.81 1.50 Vanilla 0.50 0.36 0.81 1.50
I\ri'fqzr\(.)l Water 0.26 0.41 0.85 0.54 CS;?;.;GJ Water 1.00 0.27 0.73 1.00
Garlic 0.26 0.41 0.85 0.54 Garlic 1.00 0.27 0.73 1.00
Rat 0.26 0.41 0.85 0.54 Rat 0.26 0.41 0.85 0.54
Maximum-corrected measure of effect size (Cochran test) Maximum-corrected measure of effect size (Cochran test)
n2Q, 0.07 n2Q 0.05
B OControl OControl
M 3-hit M 3-hit
= 100 = 30
< c
w25
575 y
9= w20
% 2
= 50 g 15
= 5
3 £ 10
c 25 g
= N
b0
£ 0 0
@ G S W X X
X X & & & & ? S
& P & \\,bQ &'b (53} & (&
Odor pvalue  Confi e Intervals Odds ratio Odor p value Confidence Intervals 0Odds ratio
Mice 0.18 0.40 0.97 1.56 Mice 1.00 0.17 0.77 0.91
Vanilla 0.51 0.30 0.93 1.33 Vanilla 0.55 0.11 0.69 0.73
Control Water 0.04 0.52 1.00 1.78 3-hit Water 1.00 0.17 0.77 0.91
N=9 Garlic 0.18 0.40 0.97 1.56 N=11 Garlic 0.23 0.06 0.61 0.55
Rat 1.00 0.21 0.86 111 Rat 1.00 0.17 0.77 1.09
Cat 1.00 0.21 0.86 111 Cat 0.55 0.11 0.69 0.73
Maximum-corrected measure of effect size (Cochran test) Maxi orrected of effect size (Cochran test)
n2a__ 0.10 n2Q 0.04

Figure 2. Left: Percentage of mice using their right nostril to first smell the tip of the pipette filled with the odor
stimulus at the beginning of a testing session. The dotted line indicates the theoretical expected distribution (50%).
Cochran tests do not show significant differences according to the odor, whatever the group (A. NMRI: Q=6.25,

148



3. Résultats

df=4, p=0.18; C57BL/6]: Q=3.82, df=4, p=0.43)12 B. control group: Q=4.4; df=5, p=0.49; 3-hit group: Q=1.99, df=5,
p=0.85). Binomial tests do not show nostril-use preference at the group level at the beginning of a session
concerning the study of Jozet-Alves et al. (A) whereas control mice show a right first nostril preference for water
odor in the present study, binomial tests *: p<0.05 (B). Right: Number of sniffs (mean+s.e.m) directed to the tip of
the pipette during a session (with exclusion criteria of 6 sniff minimum per session). Two-ways ANOV As follow
by Benjamini-Hochberg pairwise comparisons show statistical difference between odors in the study of Jozet-
Alves et al.12 (A, odors: F=40.36, p<0.001, ges=0.40; strains: F=1.43, p=0.24, ges=0.01; odors/strains: F=0.73, p=0.57,
ges=0.01), whereas no statistical differences were shown in the present study (B, odors: F=1.65, p=0.16, ges=0.10;
groups: F=2.71, p=0.13, ges=0.07; odors/groups: F=0.80, p=0.56, ges=0.05).

Tables: Right nostril use first: proportion of mice compared to random nostril use of 50% (binomials tests: p
values, confidence intervals and odds ratio); effect size of comparisons of first nostril used for each odor (Cochran
test: maximum-corrected measure of effect size: n2Q). A, Study of Jozet-Alves et al.’?; B, the present study.
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LI comparisons to chance level (0) for each odor between groups

AbsLI comparisons to chance level (0) for each odor between groups

Odor p value Confidence Intervals Cohen's d Odor p value Confidence Intervals Cohen's d
Mice 0.14 -0.09 0.52 0.14 Mice 0.79 -0.21 0.17 -2.13
Vanilla 0.25 -0.48 0.14 0.76 Vanilla 0.50 -0.22 0.12 -1.52
Water 0.11 -0.68 0.09 -0.36 Water 0.90 -0.21 0.19 -1.39
Garlic 0.78 -0.42 0.32 -0.04 Garlic 0.53 -0.23 0.13 -1.84
Rat 0.89 -0.43 0.37 -0.01 Rat 0.88 -0.19 0.16 -1.78
Cat 0.00 -0.50 -0.13 -0.25 Cat 0.65 -0.10 0.15 -3.10

Figure 3. Left: Meants.e.m of LI obtained for each odor. One-sample t-tests in comparison to chance level (0)
follow by Benjamini-Hochberg correction show some nostril preference in both studies, #: p<0.05. Welch two-
sample t-tests do not show statistical differences between the two strains (A), but show a statistical difference
between groups for cat odor (t=-3.88, df=8.16, p=0.00), *: p<0.05 (B). Right: Meanz+s.e.m of AbsLI obtained for each
odor. One-sample t-tests in comparison to chance level (0) follow by Benjamini-Hochberg correction, #: p<0.05.
Comparison between groups: welch two-sample t-tests, *: p<0.05.
Tables: IL comparison to chance level (hight) and between groups (right down); AbsIL comparison between
groups (left down). T-tests p values, confidence intervals and odds ratio.
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A, study of Jozet-Alves et al. %, B, the present study.

To conclude, the olfactory laterality test is relevant for several reasons: because olfaction is the
most appropriate sensory modality in rodents, because it is a quick and efficient test with few
equipment and skill needed, because it assesses olfactory laterality, and because in addition, it
involves valence of new compounds. According to this, it is valuable for brain research study, even to
assess sensory processes, but also troubles of brain lateralization and hedonic behavior.

In case of massive behavioral deficits, eventually occur after brain lesion, a reduction of odor
stimuli number (with only a positive valence stimulus, one negative valence stimulus, and the control
odor) could bring sufficient information on olfactory laterality, and reduce test duration. However,
choice of palatable or social component should be defined with cautious.
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3.2.4.1 Résumé de I’article 4

La latéralité sensorielle et / ou motrice est un reflet de la latéralisation des hémisphéres
cérébraux. Dans la schizophrénie, on observe des modifications de cette latéralisation
cérébrale avec des anomalies de I'asymétrie observée normalement chez les individus
sains (ex : proportion plus importante d’individus gauchers que dans la population
normale). L'utilisation du test de latéralité olfactive présenté dans larticle 3 a été
appliqué a des animaux 3-hit. Nous avons observé une plus grande préférence pour
l'utilisation de la narine gauche chez ces animaux par rapport a des animaux témoins,
ce qui peut refléter une modification de la latéralisation cérébrale. Ce test permet donc
de mettre en évidence une modification de latéralité olfactive reflétant probablement

une différence d’asymétrie sur la base de la valence des odeurs.

153



3. Résultats
3.2.5 Résumé de I'évaluation de la validité d’apparence

Pour évaluer la validité d’apparence, nous avons caractérisé le phénotype du modéle
3-hit par des approches comportementales, d’imagerie, d'immunohistochimie et
d’électrophysiologie. Nous avons observé de nombreux éléments clefs du phénotype
schizophrénique (Winship et al., 2019) : des symptomes de type négatif, des déficits
cognitifs, de l'anxiété, des modifications de la latéralité olfactive, ainsi qu’une
diminution de I'épaisseur corticale et du volume de 'hippocampe, une altération des
fiores du corps calleux, des altérations des systemes de neurotransmission
glutamatergique et GABAergique au sein de I'hippocampe. Ces éléments constituent
une base solide pour attester de la bonne validité d’apparence de ce modele de
schizophrénie. En effet, les rares modeles de schizophrénie a trois facteurs chez le
rongeur ne disposent pas d’une caractérisation aussi large de leur phénotype (Chen
et al., 2011; Kekesi et al., 2015; Sultana & Lee, 2020).

Les articles présentés ci-dessus apportent chacun des résultats permettant de
caractériser la validité d’apparence du modéle 3-hit. Ces résultats sont discutés
indépendamment dans chacun des articles et une analyse plus globale sera réalisée
dans le chapitre « Discussion générale ».
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3.3 Evaluation de la validité de construction

Pour évaluer la validité de construction d’'un modéle multifactoriel, plusieurs approches
peuvent étre utilisées. La comparaison d’'un groupe a deux facteurs avec un groupe a
trois facteurs apporte des informations sur l'utilité de I'ajout de ce troisieme facteur

comme réalisé dans l'article 1.

La premiere étude (article 1) a permis de comparer des animaux 2-hit (ayant subi une
séparation maternelle et des injections de THC) a des animaux 3-hit (qui présentent
en plus de ces deux facteurs une délétion partielle du géne MAPG6). Le modele 3-hit
présente certaines altérations n’apparaissant pas chez les animaux 2-hit (test de I'open
field, sociabilité) alors que d’autres sont constantes chez ces deux groupes (test de la
piscine de Morris, épaisseur corticale et altération des fibres du corps calleux) (voir
Tableau 3). Le phénotype moins altéré des animaux 2-hit peut étre utile pour étudier
d’autres maladies psychiatriques ou des formes moins séveres de schizophrénie. Cela
montre l'importance de l'utilisation de trois facteurs puisque [l'utilisation de deux
facteurs présente un phénotype « de type schizophrénique léger » pouvant encore
étre modulé par lajout d’'un facteur pour obtenir un phénotype «de type
schizophrénique plus marqué ». L'ajout du troisieme facteur permet donc de renforcer
le phénotype du modele, avec notamment un effet sur les symptémes de type négatif.
Une administration chronique de THC chez la souris C57BL/6 peut induire une
augmentation de I'anxiété dans les tests de I'open field et de la boite noire et blanche
(Long et al.,, 2010) méme si I'impact de ce facteur sur I'anxiété reste controversé
(Keeley et al., 2015).

Tableau 3 : Principaux résultats décrits dans l'article 1 présentés sous la forme de
comparaison entre les groupes 2-hit et témoin, 3-hit et témoin, puis 2-hit et 3-hit. = :
pas de difféerence ; | : diminution ; 1 : augmentation ; NS : non significatif ; * : le
pourcentage d'individus de chaque groupe présentant une latence maximale a trouver
la plate-forme le dernier jour d'apprentissage différe (7.6% des témoins, 25% des 2-hit
et 28.5% des 3-hit) bien que des tests de x2 ne montrent aucune différence

significative.
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Symptdomes / . , 2-hitvs 3-hitvs 2-hitvs
. Test Variable mesurée .. .. .
déficits témoins témoins 3-hit
Positifs Open field Distance par{courue = Jr J
Anxiété %age de temps passé dans le centre = 4 J NS

Boite noire et blanche Nombre de transitions Jr NS Je NS =
Alternance spontanée Mémoire de travail = J- =
Meémoire .. . Performances de mémoire Jr Js =
Piscine de Morris
Latence > * =
Négatifs Approche /[ évitement Sociabilité = Jr J
. . i 2-hitvs 3-hitvs 2-hit
Imagerie Structure Variable mesurée , . , . .
témoins témoins vs 3-hit
Anatomique Hlpp??ampe( . )J’ol-ume - - v
Cortex pariétal médian Epaisseur NP 4 =
De diffusion Corps calleux FA J Jr =

L’étude indépendante des effets d’'un seul facteur peut permettre de connaitre

'influence possible de chacun des facteurs indépendamment. L’étude préliminaire

présentée ci-dessous avait pour but d’évaluer I'effet d’un facteur génétique seul tout

en évaluant son potentiel de synergie avec des agents pharmacologiques.

Cela a également été réalisé avec les études de nouveaux modeles de schizophrénie,
'un a 3 facteurs (3-M, décrit dans I'article 5), 'autre a 2 facteurs (2-hit, décrit dans le

poster).

157



3. Résultats
3.3.1 Etude préliminaire

L’objectif de cette étude était, d’'une part de valider le protocole d’utilisation du PPI en
utilisant des molécules reconnues pour diminuer ou augmenter l'inhibition du sursaut,
d’autre part de valider le protocole de reconnaissance d’objet. Des animaux présentant
une délétion partielle du gene MAP6 (1¢" « hit » du modéle 3-hit) ont été utilisés pour
évaluer l'effet de cette délétion génétique partielle sur les tests de mémoire et de
filtrage sensoriel, avec I'hypothése qu'une délétion partielle serait insuffisante pour
observer des déficits. Quarante souris méle et femelle ont été utilisées dans cette
étude, permettant d'observer un éventuel effet du sexe dans les deux tests
comportementaux utilisés. Les tests comportementaux ont été réalisés lorsque les
animaux étaient agés de 3 a 6 mois. Le test de reconnaissance d’objet n’a pas été
précédé d’habituation au dispositif et aux objets, et le délai intersession utilisé était
d'1h. Le test du PPl a été réalisé sur les 4 groupes expérimentaux 30min aprés
administration de chlorpromazine (3mg/kg, i.p.), d’amphétamine (2,5mg/kg, i.p.) ou de
seérum physiologique, chaque individu a donc réalisé ce test trois fois (avec un
intervalle de 48h minimum entre chaque traitement et test). L’ordre des administrations

a été randomisé (voir Figure 37).

Test de
reconnaissance

PPI PPI PPI

Traitement
3

Traitement Traitement
1 2

d'objet

PND 84-87

I
PND 128-161

Figure 37 : Effectifs et design expérimental de I'étude préliminaire.

Le gene MAP6 est associé a la schizophrénie, par l'augmentation de son
polymorphisme et I'altération de I'expression de ses protéines chez les schizophrénes,
ainsi que par sa localisation sur la région chromosomique 11g11 qui contient plusieurs
géenes associés a cette pathologie (Choi et al., 2009; Lewis et al., 2003; Shimizu et al.,
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2006). Ce gene est impliqué dans la stabilité de la structure des microtubules et donc
dans l'architecture neuronale, la plasticité synaptique et le développement cérébral
(Deloulme et al., 2015). La délétion totale de ce géne diminue l'inhibition du réflexe de
sursaut (Volle et al., 2013) et diminue les performances de mémoire a long terme lors
du test de reconnaissance d’objet (Fournet et al., 2012). Certaines études ont montré,
chez des souris males uniquement, qu’une délétion partielle pouvait induire des

déficits de reconnaissance d’objet (Merenlender-Wagner et al., 2010, 2014).

Concernant le test de reconnaissance d’objet, nous n’avons pas observé de
différences intergroupes dans ce test (ANOVA, effet génotype, effet sexe, interaction
génotype x sexe: p>0,05). Aucun des groupes ne présente de performances
significatives de mémoire de reconnaissance (pas de différence significative de I'indice
de reconnaissance par rapport a 0). Ce résultat nous a conduit a modifier le protocole
du test de reconnaissance d’objet en ajoutant une session d’habituation, essentielle
pour obtenir des performances significatives pour le groupe témoin, pour les

expérimentations futures (Marianne Leger et al., 2013).

Une analyse globale des résultats au test du PPI a révélé un effet du traitement et de
l'intensité du prepulse (ANOVA avec permutation, p<0,001), aucun effet du génotype
et du sexe et aucune interaction entre les facteurs (p>0,05). L'effet d’augmentation de
linhibition induit par la chlorpromazine (Shi et al., 2003) et I'effet de diminution de
l'inhibition induit par 'amphétamine (Kinkead et al., 2005) ont bien été observés dans
cette étude, ce qui nous permet de valider le protocole utilisé pour ce test.

Des différences inter sexe sont révélées car seuls les méles présentent un effet du
génotype (p<0,05); en effet, les males MAP6 +/- présentent un pourcentage
d’inhibition inférieur aux males WT (voir Figure 38 A). On observe également un effet
du traitement plus important chez les femelles MAP6+/- que chez les femelles témoins
(révelé par linteraction significative génotype x traitement uniquement chez les

femelles) (voir Figure 38 B).
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Figure 38 : Résultats du test du PPI. A. Pourcentage d'inhibition en fonction du sexe
et du génotype. Boites a moustache dont les lignes noires horizontales représentent
la médiane et les premier et troisieme quatrtiles, les lignes extérieures représentent la
gamme des résultats ou 1,5 fois la longueur de boite a moustaches a partir de la
médiane. Les losanges blancs montrent les moyennes. ANOVA avec permutation, * :
p<0,05. B. Pourcentages d'inhibition en fonction du genre, du génotype, du traitement

et de l'intensité de prepulse. Moyennes +/- SEM, ~ : p<0,1, * : p<0,05, ** : p<0,01.

Le phénotype MAP6+/- a donc un effet modéré sur l'inhibition du réflexe de sursaut
(uniqguement chez les males). Nous avons également montré que cette délétion

partielle peut induire une vulnérabilité aux traitements (chez les femelles).
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3.3.1.1 Résumé de I’étude préliminaire

Ainsi, I'utilisation de males et de femelles est nécessaire pour I'étude d’'un modéle de
schizophrénie utilisant cette délétion génétique partielle, ce premier facteur peut
permettre un effet de synergie avec des facteurs exogenes. Les résultats de cette
étude préliminaire suggérent que le choix de cette délétion génétique partielle est

pertinent dans I'objectif de construction d’'un modele multifactoriel de schizophrénie.

L’évaluation de la validité de construction d’'un modéle multifactoriel passe également
par la caractérisation de I'effet indépendant de chaque facteur, en plus de I'effet de
I'addition de ces facteurs. Cette évaluation a été réalisée sur un autre modeéle a trois

facteurs, le modele 3-M présenté dans I'article 5 suivant.
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Article
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Abstract: Schizophrenia is a major psychiatric disease still lacking efficient treatment, particularly for cognitive
deficits. To go further in research of new treatments that would encompass all the symptoms associated with this
pathology, preclinical animal models need to be improved. To date, the aetiology of schizophrenia is unknown,
but there is increasing evidence to highlight its multifactorial nature. We built a new neurodevelopmental mouse
model gathering a triple factor combination (3-M): a genetic factor (partial deletion of MAP6 gene), an early stress
(maternal separation) and a late pharmacological factor (MK801 administration, 0.05 mg/kg, i.p., daily for 5 days).
The effects of each factor and of their combination were investigated on several behaviours including cognitive
functions.

While each individual factor induced slight deficits in one or another behavioural test, 3-M conditioning induces
a wider phenotype with hyperlocomotion and cognitive deficits (working memory and social recognition). This
study confirms the hypothesis that genetic, environmental and pharmacological factors, even if not deleterious
by themselves, could act synergistically to induce a deleterious behavioural phenotype. It moreover encourages
the use of such combined models to improve translational research on neurodevelopmental disorders.

Keywords: psychosis; glutamate; environment; genetics

1. Introduction

Schizophrenia is a neurodevelopmental disorder affecting approximately 1% of the population,
with an unknown aetiology. Most symptoms can be distinguished in 3 categories: positive symptoms
(hallucinations, delirium), negative symptoms (social withdrawal, anhedonia), and cognitive deficits
such as memory issues and altered executive functions [1,2]. Antipsychotic drugs which are currently
in use to treat patients are only symptomatic and not curative. Besides, they do not cover the entirety
of symptoms, including cognitive deficits. Moreover, negative symptoms and cognitive deficits are
often not supported or sometimes even worsened by antipsychotics [3,4]. There is, therefore, a crucial
need to improve treatments’ efficiency, particularly for cognitive functions, which necessarily goes
through the refinement of animal models.

Even if few two-factor [5,6] and rare three-factor [7-10] animal models of schizophrenia have
been developed, most existing models are based on a single intervention (genetic deletion, adverse
environmental exposure, pharmacological modulation etc.), suffering thus from a lack of construct
validity given the commonly admitted multifactorial aspect of schizophrenia aetiology [11-14].
Actually, the combination of a genetic predisposition with early and late factor has been described as
a key requirement for an animal model with high construct validity [15].

Herein, we designed and characterised a new mouse model of neurodevelopmental disorder
based on the combination of three factors (3-M). This 3-M model combined: a partial deletion of the
MAP6 gene (Microtubule-Associated Protein 6, also called Stable-Tubule-Only-Polypeptide, STOP), a
24h maternal separation of 9-days old pups as the early environmental factor, and then a sub-chronic
intraperitoneal administration of MK801 (dizocilpine, a non-competitive N-Methyl-D-Aspartate
receptor antagonist NMDAR) in early adulthood as the late pharmacological factor. All these risks
factors were selected for their potential to favour the development of a psychosis-like phenotype.
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MAP6 alterations have been detected in schizophrenic patients [16,17]. Further, in animals studies,
unlike the strong behavioural deficits displayed by full knock-out MAP6 mice [18-21], a partial
deletion (heterozygous mice) leads to a very mild phenotype of schizophrenia-like symptoms [22,23].
Finally, this partial deletion has been described to increase susceptibility to stress factors, such as
maternal separation [10,23]. Childhood trauma is known to be a major risk factor of psychiatric
disorders, including schizophrenia [24,25]. In rodents, maternal separation conducts to the emergence
of some behaviours related to schizophrenia-like phenotype [26-28]. Moreover, maternal separation
induces long-term alteration of glutamatergic and dopaminergic neurotransmission [29]. Finally, as
the pharmacological factor, repetitive administration of the NMDAR antagonist MK801 was chosen.
Indeed, glutamatergic neurotransmission and more particularly that mediated by NMDAR, is
disturbed in schizophrenia [30-33]. Therefore, sub-anaesthetic doses of NMDAR antagonists, such as
ketamine [34], have been largely employed as experimental models of psychosis in humans [35-37],
as well as in rodents (see per reviews [11,38]). Herein, we chose a low dose (0.05mg/kg) of MK801 with
subchronic administration (5 days) [39-42] (see per review [43]).

The effects of the three factors, taken apart or in combination, were assessed through a set of
behavioural tests, covering some aspects of schizophrenia-like symptoms (positive-like - locomotion,
negative-like - sociability and cognitive deficits — recognition and working memories) [44].

The choice for female over male mice in this single-sex study is supported by several arguments.
Firstly, the more important social hierarchy in males than in females groups increases behavioural
variability [41,45]. Secondly, sociability assessment is less biased in female mice considering that males
display a high territoriality [46], and could possibly display fighting behaviour. Lastly, a higher
behavioural sensitivity of female rodents to MK-801 has been reported [47].

While each individual factor induced slight deficits in one or another test, none of them was able
to mimic all behavioural aspects of schizophrenia related symptoms. Conversely, through a potential
synergistic effect, 3-M conditioning induces deficits, representative of phenotypes of
neurodevelopmental disorder. Indeed, 3-M mice displayed an increased locomotor activity (positive-
like phenotype), a deficit in social recognition task and in working memory task (cognitive-like

phenotype).

2. Materials and Methods

Animal experiments were performed in accordance with the ARRIVE guidelines and the EU
Directive 2010/63/EU for animal experiments (project n® 2016120817103795). All efforts were made to
minimise the number of animals used as well as their suffering.

2.1. Animals

Heterozygous MAP6 (MAP6+/-) female mice and their Wild Type (WT) littermates were obtained
from crossing C57BL6/129SvPas F1 males [21] (bred in Centre Universitaire de Ressources
Biologiques, Unicaen, France) with C57BL/6 females (Janvier Labs, France). After weaning, mice were
shortly anaesthetised (5% isoflurane in an O2/N20O mixture (0.3/0.7) for identification procedures with
a subcutaneous chip and tail sampling for genotyping [23]. Animals were kept in standard laboratory
cages in groups of 3 to 5 individuals, with mixed genotypes and treatments per cage, in a reversed
12h/12h light/dark cycle (light on at 19:00 p.m., off at 7:00 a.m.), with regulated temperature (21+1°C)
and humidity (55+10%). Food and water were given ad libitum. Enrichment consisted of craft paper
and a small scrap paper igloo.

2.2. Maternal separation (MS)

When aged 9 days (post-natal day PND9), half of the litters was separated from their mother for
24h. Mothers were removed and individually placed in a cage close to the pups’ cage, from 9:00a.m.
to 9:00a.m., the day after. Then, the mothers were returned to their litters and left undisturbed until
weaning. Control mice were submitted to the same protocol, with only 20s of separation [26,27].

2.3. MK801 treatment

MKS801 (Sigma-Aldrich©, Ref#M107) was dissolved in a vehicle saline solution (0.9%) for a final
intraperitoneal administration dose of 0.05mg/kg [41,42] in a volume of 10mL/kg. Administrations
were performed daily for five consecutive days. Control animals received the vehicle saline solution.

2.4. Animal groups
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Forty-eight female mice, aged two-month, were allocated to the animal groups according to the
experimental design depicted on Figure 1.

1M 2" M 34 M Behaviour
Gene Early stress Environmental
susceptibility exposure
Age 0 9-10 60-65 66-89
(days)
Birth Maternal
separation
Control Wild Type 20s Vehicle
n=9 Open field
MAP6+/- MAP6+/- 20s Vehicle .
) Spontaneous alternation
MS Wild Type 24h Vehicle .
n=14 Approach-avoidance
MK801 Wild Type 20s MK801 treatment Social It .
n=9 0.05mg/ kg/day ocial novelty preference
3-M MAP6+/- 24h MK801 treatment Bhi Sk ecognion
n=8 0.05mg/ kg/day

Figure 1. Animal groups and experimental design.

2.5. Behavioural assessment

Animals were handled daily for 5min during the week preceding the experiments. Behaviour was
assessed through several tests, from the day after the last MK801 injection and performed in the
following order: open field, spontaneous alternation, sociability, social recognition and object
recognition. For all behavioural tests, animal cages were placed in the experimental room 30min before
the test.

Open field test

Locomotor activity was assessed in a squared (50x50x50cm) open field arena for 30min, through
video tracking (NOLDUS®, Ethovision). The parameters collected were the total distance travelled and
the time spent in the centre of open field [48].

Spontaneous alternation test

Spatial working memory performances were assessed by spontaneous alternation behaviour in a
single-session Y-maze test [49,50]. The maze consisted of three equally spaced arms (22x6.5x10cm) made
of black painted wood. Each mouse was individually placed at the end of one arm, facing the ending
wall, and allowed to freely explore the maze during a 5min session. The number of rearings as well as
the number and the sequence of arm entries were recorded. An arm entry was scored when all four feet
crossed into the arm. Alternation behaviour was defined as consecutive entries into three different arms.
The percentage was calculated by the formula: (number of alternations/maximum theoretical number
of alternations) x100.

Sociability and social recognition tests

Briefly, the apparatus consisted of three interconnected compartments (27x18x21cm), with two
lateral side chambers (6.5x18x21cm) [26]. Those two chambers were separated from the compartments
by transparent perforated walls to ensure visual, auditory, and olfactory contact. Two successive trials
were performed to assess sociability behaviour [26], and social recognition performance [51,52]. For the
first trial, the tested mouse was individually placed in the central compartment of the apparatus. A 45-
day-old female mouse (stimulus mouse unknown from the tested mouse) was randomly placed in one
of the two lateral chambers. Time spent in each compartment (close and far from the stimulus mouse)
was collected for 5min, before replacing the mouse in its home cage [53,54]. A sociability index was
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calculated as follows: [(time spent close to the stimulus mouse)—(time spent far from the stimulus
mouse)]/[(time spent close to the stimulus mouse)+(time spent far from the stimulus mouse)]x100 [26].
After 30min elapsed, the tested mouse was placed again in same conditions, while a novel stimulus
mouse placed in the opposed lateral chamber. Time spent in each compartment (close to the previously
encountered mouse and close to the novel stimulus mouse) was collected for 5min and a social
recognition index was calculated as follows: [(time spent close to the novel stimulus mouse)—(time spent
far from the novel stimulus mouse)]/[(time spend close to the novel stimulus mouse)+(time spent far
from the novel stimulus mouse)]x100 [51].

Object recognition test

For four consecutive days, animals were habituated to the arena (30x30x20cm) and to the presence
of an object as follows: the first day, all mice from the same cage were placed together in the arena for
10min. The 2nd, 3rd and 4th day, each mouse was placed alone for 5min. The 4th day, an object, different
from those used in the test, was placed in the centre of the arena. For the test sessions, towers of Lego®
bricks and Falcon® tissue culture flasks filled with sand were used [55]. The 5th day, the object
recognition test was performed in two sessions (10min each, inter-session interval ITI: 1h) [52,55] (see
per review [56]). For the acquisition session (1st session), the mouse was free to explore two identical
objects placed in the apparatus (tower or flask, random), before being replaced in its home cage. For the
retention session (2nd session), the mouse was placed with an object identical to one of the objects used
during acquisition session («familiar object»), the other being new to the mouse («novel object»). Object
exploration time was instantly collected manually when the mouse was oriented toward the object at a
distance of 1cm or less, touching or sniffing the object (exclusion criteria: total exploration<5s). Objects
were cleaned with 70% ethanol after each session. A discrimination index was calculated as follows:
(exploration time of the novel object — exploration time of the familiar object)/(total exploration time).
Due to exclusion criteria, one mouse from the MS group was excluded from the analysis.

2.6. Statistical analyses

Data analyses were conducted using R software 3.4.2 (Free Software Foundation, Vienna, Austria;
R Development Core team 2009). Data normality was assessed using the Shapiro test. When data were
normally distributed, intergroup comparisons were performed with ANOVA and Tukey method for
post hoc analysis, comparison to a reference value was performed with two-sample t tests. When data
were not normally distributed, intergroup comparisons were performed using ANOVA with
permutation test and t test with permutation for post hoc analysis, comparison to a reference value was
performed with Wilcoxon tests. Concerning open field test, statistical analysis was carried out using the
nparLD package for non-parametric analysis of group and time effects. Group comparisons within each
5-min interval were analysed using previously described method. The significance level was set as 0.05
for all statistical analyses.

3. Results
3.1. Open field test

Distance travelled in the open field was significantly different between groups (ANOVA F4,
43=2.638, P=0.037), and there was a significant time effect (ANOVA F5, 42=6.177, P<0.001, no group x
time interaction). Post-hoc analysis revealed that the 3-M group travelled more distance than the
control group and the MS group (pairwise test, respectively: P=0.02 and 0.01) (Figure 2.A). Looking at
time course of activity for each 5min interval, a statistical group difference was observed at the first
two 5min (ANOVA, F4, 43=4.560, 2.764, 1.471, 1.812, 1.787, and 1.581; P=0.004, 0.039, 0.228, 0.144, 0.149
and 0.197, for 0-5min, 5-10min, 10-15min, 15-20min, 20-25min and 25-30min, respectively). For the first
5min interval, the 3-M group travelled a longer distance than the control, MS and MK801 groups
(Tukey’s method, respectively: P=0.004, 0.005 and 0.022). During the second 5min interval, 3-M
locomotor activity was only higher than the control group (Tukey’s method, P=0.026) (Figure 2.B).

Time spent in the centre of the open field did not globally differ between groups (ANOVA F4,
43=1.701, P=0.15), a time effect appears (ANOVA F5, 42=11.876, P<0.01, no group x time interaction)
(Figure 2.C). Interestingly, a focus on the first 5-min interval revealed significant difference between
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groups (ANOVA F4, 43=5.537, P=0.001). Indeed, the 3-M group spent more time in the centre of the
open field than both the control and the MS group (Tukey’s method, respectively: P=0.001 and 0.005).
A trend towards significant differences was also noticed between 3-M and MAP6+/- and between
control and MK801 groups (Tukey’s method, respectively: P=0.062 and 0.051) (Figure 2. D).
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Figure 2. Open field parameters in control, 1-hit (MAP6+/-: partial deletion of MAP6 gene; MS: maternal
separation; 3-M (MAP6+/- x MS x MK801:) mice. (A) Total distance travelled in the open field during 30min. (B)
Distance travelled during each 5min interval of the open field session. (C) Total time spent in the centre of the
open field over 30min. (D) Time spent in the centre of the open field during each 5min interval. For A and C, data
are boxplots with horizontal black lines as the median, first and third quartiles; the outer lines represent the range
of scores or 1.5 box-lengths from the median; white diamonds indicate the means, vertical black lines indicate the
standard deviation. Intergroup comparisons use non-parametric ANOVA-type test statistic with Box
approximation followed by tests for pairwise comparisons; *: p<0.05. For B and D, data are Mean+SEM. Intergroup
comparisons use ANOVA or ANOVA with permutation followed by Tukey’s method or permutation t test: *:
p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001.

3.2. Spontaneous alternation test

The number of arm entries in the Y-maze was significantly different between groups (ANOVA,
F4, 43=2.734, P=0.041). Post-hoc revealed a trend towards an increased number of arm entries for the
3-M group compared to the MS group (Tukey’s method, P=0.066) (Figure 3.A). There was no difference
between groups for the number of rearings (ANOVA F4, 43=0.783, P=0.543). Concerning spontaneous
alternation behaviour, there was no difference in alternation percentages between groups (ANOVA
F4, 43=0.469, P=0.758). However, only the control and MS groups displayed a percentage significantly
above chance value, 50% (t test, P=0.018 and 0.002, for control and MS respectively). While the MK801
group was close to the significant value (t test, P=0.061), MAP6+/- and 3-M groups did not display an
alternation percentage above 50% (t test, P>0.05) (Figure 3.B).

3.3. Sociability test

The sociability index was not different between groups (ANOVA F4, 43=0.229, P=0.921), and none
of the groups displayed a sociability index above 0 (t test, p>0.05) (Figure 3.C).
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3.4. Social recognition test

The social recognition index significantly differed between groups (ANOVA with permutations,
P=0.014). Although there was no significant difference by inter-group comparisons, a tendency for a
higher social recognition for control group compared to the MAP6+/-, MK801 and 3-M groups was
observed (permutation t test, P=0.053, 0.053 and 0.053, respectively). Further, only the control group
showed a social recognition index significantly above the reference value of 0 (t test, P=0.001) (Figure
3.D).

3.5. Object recognition test

There was no global difference in the object recognition index between groups (ANOVA F4,
42=1.190, P=0.329). However, except the MK801 group (t test, P=0.148), all other groups displayed an
object recognition index significantly above 0 (t test, respectively: P=0.003, 0.009, 0.001, 0.015 for
control, MAP6+/-, MS and 3-M groups, respectively) (Figure 3.E). With regard to exploration times,
while no group difference was observed during the acquisition session (ANOVA F4, 42=1.897,
P=0.129), the control group explored more than the MS group during the retention session (ANOVA,
F4, 42=3.260, P=0.02; followed by Tukey’s method, P=0.012) (Figure 3.F).
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Figure 3. Behavioural phenotype assessed in control, 1-hit (partial deletion of MAP6 gene: MAP6+/-; maternal
separation: MS; MK801 administration: MK801) and 3-hit (partial deletion of MAP6 gene, maternal separation
MKS801 administration: 3-M) mice. (A) Number of entries in the Y-maze. (B) Alternation percentage in the Y-maze.
(C) Sociability index. (D) Social recognition index. (E) Object recognition index. (F) Exploration time during the
retention session of the object recognition test. Data are boxplots with horizontal black lines as the median, first
and third quartiles; the outer lines represent the range of scores or 1.5 box-lengths from the median. White
diamonds indicate the means, vertical black lines indicate the standard deviation. Intergroup comparison uses
ANOVA or ANOVA with permutation followed by Tukey’s method or permutation t test: *: p<0.05. Comparison
to a reference value using a t test or Wilcoxon test: #: p<0.05.

4. Discussion
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We assessed herein the behavioural phenotype of a new mouse model of neurodegenerative
disorder displaying a high construct validity based on complex interactions between genetic,
environmental, and pharmacological factors (3-M). The 3-M mice displayed an increased locomotor
activity considered reflective of positive-like phenotype, a deficit in social recognition and in working
memory arguing for cognitive-like deficits. The behavioural phenotype displayed shows promising
face validity of the 3-M murine model, supporting arguments for its use as a model of
neurodevelopmental disorders. While submitted to only one factor, i.e. 1-hit, animals were not
severely affected showing thus an incomplete phenotype reflecting only some aspects of the
pathology. Indeed, whatever the factor considered, mice submitted to only one of them did not show
any increase in locomotor activity, indicating no positive-like symptoms. However, each 1-hit group
displayed a less specifically altered behavioural profile than 3-M group. Thus, while both MAP6+/-
and MS groups showed working memory deficits, only the MK801 group showed a deficit in the object
recognition task. Similarly, only the MS group spent less time than the control group exploring objects
during the object recognition task. Each factor alone induces specific phenotype, suggesting that some
deficits observed in the 3-M group could be more related to one or the other factors. For instance,
deficits in working memory could be due to the genetic deletion or to the MK801 administration given
that they are observed in the MAP6+/- and MK801 groups. Conversely, the increased locomotor
activity was observed only in the 3-M group, and not in any of the 1-hit groups, which indicates a
synergistic effect (possibly between 2 or 3 factors) for this positive-like symptom to occur.

Although historically designed to assess emotionality in rodents [57], the open field test is now
also widely used to measure spontaneous locomotor activity (distance travelled). Herein, the 3-M
group displayed an increase in locomotor activity. Additionally, during the first five minutes, 3-M
mice displayed an increase in time spent in the centre part of the open field. This last measurement is
considered to reflect anxiety level [48,58-60]. Of note, mice were tested in a darkened room that could
decrease the anxiety effect of the centre part in comparison with a classical lighted room [48]. Besides,
the time spent in centre part of the open field can also be considered to be related to behavioural
inhibition. Indeed, a longer time spent in the centre part is reflective of a decrease in behavioural
inhibition [61]. For example, an increased locomotion and longer time spent in the centre zone of the
open field has been observed in mice submitted to a chronic stress [62]. Thence, instead of concluding
to a decrease of anxiety level, a potential alteration of behavioural inhibition could underlie the
increased time spent in the centre of the open field. The novelty effect present in the open field, which
measures anxiety/inhibition, may be more relevant during the first part of the test [63]. That could
explain the progressive disappearance of significant differences in the time spent in centre of the open
field between groups according to time in the open field. However, time spent in centre zone of the
open field is usually measured for 5min [48,58]. Using the 30min test for the assessment of distance
travelled (spontaneous activity) and only the first 5min for the time spent in centre zone (anxiety-
related behaviour) remains consistent.

Unexpectedly, we did not observe a social preference in the sociability test whatever the group
considered, and neither differences between groups. This was not expected for the control group given
that C57BL/6 mice are supposed to be able to discriminate the side containing the congener from the
empty one with a similar protocol [64]. Our results can be explained by our testing apparatus that
differed slightly from that used by Moy and collaborators [64] (a compartment separated by a drilled
transparent wall versus small grid cages containing the stimulus mouse). Moreover, the stimulus mice
used came from the same animal facility, possibly rendering the olfactory discrimination not obvious
or attractive enough.

To determine the cognitive status of animals, working and recognition memories capacities were
appraised through spontaneous alternation, novel object recognition and social recognition tests. In
the spontaneous alternation test, although no group difference was evidenced, the 3-M group showed
working memory impairments, in comparison with a random level (as well as the MAP6+/- group, the
MK801 group only shows a trend). Working memory deficit is amongst the core cognitive symptoms
in schizophrenia patients [65,66] and thus necessarily sought in animal models of this disease [6,7,67].
We did observe deficits in social but not in object recognition memory in the 3-M group. Long-term
memory impairments are less frequently reported in schizophrenic patients than working memory
deficits [68,69] and in animal models as well [67]. Therefore, deficits in working memory (rather than
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in long-term memory) appear as a stronger indicator of the face validity of an animal model of
schizophrenia. Quite interestingly, MK801 animals did display a deficit in the novel object recognition
test. Thus, it could be that either MAP6 partial deletion, maternal separation or both, have afforded 3-
M mice to present a kind of resilience that preserves recognition memory performances. At least for
maternal separation, such beneficial effect has already been reported, with notably a positive impact
on the long-term object location test [70,71].

Surprisingly, sociability of the MS group did not differ from the control group. Several arguments
can be proposed to explain this absence of difference. Thus, while we used female C57BL/6 mice, the
experiment from Bouet and colleagues was performed on NMRI male mice [26]. Further, Bondar and
colleagues showed an increase sociability in female C57BL/6 submitted to a maternal separation
protocol [72]. However, the experimental protocol of maternal separation reported by Bondar, was
quite different. Indeed, contrarily to the 24h single separation protocol we used, Bondar and
colleagues performed repeated and short (3h) daily separations (PND2 to PND14) [72]. Regarding the
cognitive assessment, we reported no deficit either in recognition or working memory, as observed
for spontaneous alternation by Bouet and colleagues with the same protocol [26]. A deficit in
recognition memory has been previously described using the novel object recognition test in rats
submitted to a 24h maternal separation protocol at PND9 [73,74] as well as in C57BL/6 male mice after
a chronic maternal separation protocol (3h per day, from PND1 to PND21) [75]. Differences in animal
model, separation protocol and/or sex could account for this discrepancy.

The late factor was a chronic administration of MK801 ranging from 0.2 to 0.3mg/kg in rodents,
described as a pharmacological way to induce schizophrenia-like phenotype [76-78] (see per reviews
[11,38]). Such administrations induce several behavioural modifications in rodents, mimicking
positive-like phenotype with hyperlocomotion and stereotypies [79,80], negative-like phenotype with
decreased social interactions [40,81,82] and cognitive deficits with impairments of working, long-term,
and spatial memory [40,81,83] (see per review [84]). Herein, a low, sub efficient, dose of MK801
(0.05mg/kg) was chosen to avoid a direct effect, but to allow possible synergistic effects with other
factors. Thonnard and colleagues used 0.1mg/kg (i.p. acute administration), considered as a “relatively
low-dose" and demonstrated weak effects on locomotion and cognition [41]. Besides, using the same
strain, sex and administration protocol, Wu and colleagues reported that a dose above 0.1mg/kg
induced an increased locomotor activity [42]. In a chronic protocol similar to ours, five days of 0.3 or
0.6mg/kg i.p., MK801 administration did not disturb locomotion or cognition in male mice except for
some specific variables (decrease number of rearings and time exploring displaced objects in object
recognition task) with the highest dose [85]. Surprisingly, a low dose of MK801 chronic administration
at 0.05mg/kg induced object and social recognition deficits in our experiment, as well as working
memory deficits (in the spontaneous alternation task). Deficits observed after MK801 administration
with such a low dose, not reported elsewhere, could be explained by the sex of mice. Indeed, an
increased sensitivity to MK801 administration has been showed in female rats compared to male in a
locomotor test [47]. However, no sex differences were found in mice concerning cognitive
performances after MK801 administration [86]. Whatever the sex of mice, acute i.p. administration of
0.05mg/kg MKS801 did not modify locomotion [87-92]. Moreover, increased locomotion and
stereotypies appears in C57BL/6 male mice only from 0.3mg/kg after i.p. acute administration [42].
While acute 0.05mg/kg of MK801 is enough to induce memory deficits in the novel object recognition
test in rats [93-95], a minimal dose of 0.2mg/kg seems necessary to induce such deficits in mice [39,43].
However, lack of effect of chronic i.p. administration of 0.25mg/kg of MK801 (7 days) has been shown
by Rodrigues Da Silva in C57BL/6 mice in social interaction and novel object recognition tests [40].
Even if we did not expect any change in locomotor activity, the effect of MK801 chronic administration
could be explained by the experimental design of our study. Indeed, in da Silva and colleagues study,
mice were tested in the novel object recognition test 14 days after the last injection [40]. In the present
study, we started to test mice the day after the last MK801 injection and deficits appeared in social
novelty preference and novel object recognition tests. The behavioural effects of chronic MK801
administration seem therefore to be time-dependent. Indeed, while a low dose (0.05mg/kg) induced
deficits the day after the last administration in the present study, and a stronger dose (0.25mg/kg) did
not induce a deficit 14 days after the last administration [40]. Repeating behavioural assessment 2
weeks after the end of treatment could be interesting to understand how the duration of the washout
period affects behavioural results.
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This single-sex study would be strengthened by a sex comparison, as suggested by several
authors for research on animal models of schizophrenia [96-101]. Moreover, male mice could display
a different phenotype, as regard to the gender differences in schizophrenic patients and in other
animal models of schizophrenia [96,102].

5. Conclusion

Behavioural data revealed a synergistic effect of the three factors, which is consistent with the
multifactorial aetiology of schizophrenia and brings a strong construct validity to the 3-M model. 3-M
mice showed positive-like phenotype (hyperlocomotion) and cognitive deficits (working memory and
social recognition).

Further behavioural investigations, particularly sensorimotor gating, a key component of
schizophrenia-like phenotype need to be performed. Moreover, the study of 2-hit groups will bring
supplementary information about factors interact to induce the synergistic effect. Our study therefore
suggests that the 3-M model is powerful as a new model of neurodevelopmental disorder with a
strong construct validity, according to the multifactorial nature of the schizophrenia pathology, and a
promising face validity.
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3.3.2.1 Résultats complémentaires

Une étude immunohistochimique a été réalisée afin de quantifier la densité des
interneurones GABAergiques a parvalbumine dans I'hippocampe et le cortex préfrontal

(voir Figure 39).

Les effectifs utilisés dans cette étude sont présentés dans le Tableau 4. Nous avons
utilisé cinq groupes : un groupe témoin (« control »), trois groupes 1-hit (délétion
partielle du géne MAPG6 : « MAP6+/- » ; séparation maternelle : « MS » ; administration
de MK801 : « MK801 »), et un groupe a trois facteurs (délétion partielle du géne MAPG,
séparation maternelle, administration de MK801 : « 3-M »).

Tableau 4 : Effectifs utilisés lors du protocole d'immunohistochimie réalisé apres la
caracterisation comportementale du modele 3-M (article 5).

Groupes HD HV CPF

Control 6 7
MAPG6+/- 5 5
MS 10 8
MK801 8 8
3-M 8 7
Control

HD

HV

CPF

Figure 39 : Photographies illustrant I'immunoréactivité a la parvalbumine dans
I'hippocampe dorsal (HD), 'hippocampe ventral (HV) et le cortex préfrontal (CPF) pour
les 5 groupes expérimentaux.
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Figure 40 : Densité de neurones GABAergiques a parvalbumine (exprimée en
neurones / mm?) dans I'hippocampe dorsal (A), I'hippocampe ventral (B) et le cortex
préfrontal (C). Boites a moustache dont les lignes noires horizontales représentent la
médiane et les premier et troisieme quartiles, les lignes extérieures représentent la
gamme des résultats ou 1,5 fois la longueur de boite a moustaches a partir de la

médiane. Les losanges blancs montrent les moyennes.

Aucune différence intergroupe n’a été décelée concernant les densités de neurones
GABAeriques a parvalbumine dans I'hippocampe et le cortex préfrontal (ANOVAs,
p>0.05) (voir Figure 40).
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3.3.2.2 Résumé de I'article 5

L’étude comportementale d’un autre modéle multifactoriel de schizophrénie 3-M (dont
le facteur pharmacologique tardif différe du modéle du modeéle 3-hit) a montré un effet
de synergie des 3 facteurs, et non une addition des déficits observés chez les animaux

soumis a un seul facteur.

Dans le but de connaitre I'importance du facteur génétique, nous avons choisi de le
modifier en remplacant la délétion partielle du gene MAPG6 par une autre modification
génétique : la délétion totale du géne de la sérine racémase (SR). Un modéle de
schizophrénie a deux facteurs (SR KO et séparation maternelle (MS pour « maternal
separation »)) a été caractérisé en évaluant I'effet de chaque facteur indépendamment

et en association. Cette étude préliminaire est présentée dans le poster suivant.
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3.3.3 Poster : Altering glutamate transmission in combination
with an early post-natal stress to mimic schizophrenia in male

and female mice

Francois Ménager, Solenn Percelay, Thomas Freret, Michel Boulouard, Jean-Marie
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3. Résultats
3.3.3.1 Résumeé du poster

Cette étude complémentaire réalisée par Frangois Ménager (Master 2) a eu pour but
d’évaluer le phénotype comportemental d’'un nouveau modéle de schizophrénie a deux
facteurs (2-hit) : une délétion totale du géne SR (Coyle & Balu, 2018) associée a une
séparation maternelle de 24h a PND9 (Bouet et al., 2011; Ellenbroek et al., 1998). Une
évaluation comportementale comprenant des tests de mémoire (de travail avec le test
d’alternance spontanée, de reconnaissance d’objet et de reconnaissance de place),
des tests de sociabilité (test d’approche / évitement pour évaluer la sociabilité et la
reconnaissance sociale) et une mesure de l'inhibition du réflexe de sursaut avec le test
du PPI. L’activité motrice a également été évaluée dans les tests de mémoire et de
sociabilité. Des animaux 2-hit ont été utilisés et chaque facteur a également été évalué

indépendamment.

Cette étude a permis de montrer certaines altérations comportementales chez les
animaux ne présentant qu’un facteur. En effet, la séparation maternelle (MS) diminue
linhibition du réflexe de sursaut chez les femelles ; la délétion du géne SR altere la
reconnaissance sociale chez les méles. Un phénomene de synergie entre les deux
facteurs apparait puisque certains déficits ne sont observés qu’avec la combinaison
de la délétion du gene SR et la MS. On observe dans le groupe 2-hit un déficit de
mémoire de travail et de mémoire de reconnaissance uniqguement chez les femelles ;
une préférence pour le bras familier lors du test de reconnaissance de place d’objet

uniqguement chez les males.

Cette étude met aussi en évidence une augmentation de la résilience avec l'ajout de
facteurs. Le test du PPl montre cet effet avec une diminution de l'inhibition chez les

animaux MS mais pas chez les animaux 2-hit.

L’intérét d'utiliser les deux sexes lors de I'étude de modeéles de schizophrénie est a

nouveau conforté par les différences observées ici.
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3.3.4 Résumé de I'évaluation de la validité de construction

La validité de construction a été évaluée en étudiant certains facteurs séparément et
en comparant plusieurs modeles multifactoriels élaborés au laboratoire. Nous avons
montré que certaines altérations présentes dans le modéle 3-hit apparaissent grace a
un effet de synergie. C’est le cas de la réduction du volume de I'hippocampe, visible
chez les souris 3-hit, alors que la délétion génétique partielle d’'une part et 'association
d’une séparation maternelle et de 'administration de THC d’autre part, n’induisent pas
cette diminution (Bouet et al., 2020; Powell et al., 2007). La comparaison de plusieurs
modeles multifactoriels, notamment les modeles 3-hit et 3-M qui ne différent que par
le facteur pharmacologique, permet d’associer certains types de symptdmes a une
modification d’'un systéme de neurotransmission. Ainsi, c’est dans le modéele 3-M que
la transmission glutamatergique a été altérée (par le MK801) et que I'on retrouve des

symptémes de type positif.

Dans la littérature, les autres modeéles a trois facteurs qui ont été rapportés ont été
effectués chez le rat pour deux d’entre eux (Chen et al., 2011; Kekesi et al., 2015), ce
qui rend difficile une comparaison directe. Un autre modéle a trois facteurs chez la
souris, construit selon la méme organisation que nos modéles 3-hit et 3-M, a permis
de mettre en évidence certaines altérations similaires a celles que nous avions observé
(notamment le déficit d’inhibition du réflexe de sursaut observé dans le test du PPI)
(Sultana & Lee, 2020). Ce type de modele ouvre une nouvelle voie prometteuse pour

'avancée des recherches sur la schizophrénie.

Une discussion autour de I'impact de chaque facteur, ainsi que leurs interactions, dans
les modéles multifactoriels de schizophrénie est développée dans le chapitre

« Discussion générale ».
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3.4 Les modalités d’une validation de prédiction

Aprés avoir étudié les validités d’apparence et de construction d'un modeéle
multifactoriel de schizophrénie chez les souris C57BL/6, nous nous sommes
intéressés a sa validité de prédiction. En effet, la pertinence d'un modéle doit-étre
evaluée par la capacité des molécules déja présentes sur le marché a réduire ou
supprimer les symptémes observés chez ce modéle. Un modeéle de schizophrénie est
donc jugé comme valide d’'un point de vue pharmacologique si les symptomes

mesurés sont améliorés par I'administration d'un antipsychotique de référence.

Comme décrit dans l'introduction, les antipsychotiques utilisés actuellement, dits de
seconde génération, ont comme effet secondaire I'aggravation de problémes cognitifs
dus a la maladie. |l parait donc peu fiable de tester la validité de prédiction d'un modele
de schizophrénie, au moins pour les aspects négatifs et cognitifs, avec ces molécules.
Un nouvel antipsychotique de seconde génération, la lurasidone, est caractérisé par
un profil pharmacodynamique (profil de liaison vis-a-vis de différents récepteurs) qui
suggeére un gain d’efficacité pour les symptdémes cognitifs associés a la schizophrénie
(Bruijnzeel et al., 2015). Cette molécule, déja mise sur le marché et ayant une réelle
efficacité en tant qu'antipsychotique, semble constituer un bon candidat pour la
validation de prédiction du modéle développé ici.

L’évaluation de I'effet de 'administration de lurasidone sur des animaux témoins a été
associée a une étude sur la pharmacocinétique de cet antipsychotique. Ces résultats
sont décrits dans l'article 6.
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3.4.1 Article 6 : Antipsychotic lurasidone: Behavioural and

pharmacokinetic data in C57BL/6 mice.

Solenn Percelay?,*, Marc Since®°, Stéphanie Lagadu®, Thomas Freret?, Valentine
Bouet? and Michel Boulouard?.
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Lurasidone is an atypical antipsychotic that has been shown to be effective in reversing schizophrenia-related
cognitive impairment. The development of new preclinical models of schizophrenia is a key for improving
treatments of cognitive symptoms. This study investigated the effects of chronic lurasidone treatment in C57BL/
6 male mice via intraperitoneal injection (1 mg/kg daily at 5 p.m. for 5 weeks). A large battery of behavioural
tests was performed (between 9 a.m. and 5 p.m.), which is currently used to assess face validity in animal models
of psychiatric diseases. Overall, lurasidone did not interfere with behavioural performances, which characterises
very good tolerance to such a high dose. Moreover, pharmacokinetic parameters after i.p. and oral adminis-
tration were measured. Mean transit time (MTT) values were 1.91 h (1 mg/kg acute i.p.) and 1.74 h (8.3 mg/kg
acute oral), respectively, and relative bioavailability comparing these two routes of administration was of 19.8%.
This last result gives important data to adapt oral chronic administration of lurasidone with a more ethical
perspective in comparison with chronic i.p. injections. This study brings tools to improve pharmacological va-
lidity of preclinical models of psychiatric diseases, and to adapt dosage of antipsychotics according to the route

used.

1. Introduction

Lurasidone (LATUDA®) is an atypical antipsychotic, recently ap-
proved by the US Food and Drug Administration (FDA) for the treat-
ment of bipolar depression and schizophrenia (Pan et al., 2016). Lur-
asidone acts as an antagonist of dopamine D,, serotonin 5-HT,, and 5-
HT,, adrenergic a, receptors, and a partial agonist of 5-HT, , receptors
(Ishibashi et al., 2010; Yuen et al., 2012). Preclinical studies suggested
that lurasidone exhibits a peculiar property to reverse schizophrenia-
related cognitive impairment (e.g learning and memory deficits)
(Ishiyama et al., 2007; Rajagopal et al., 2016a; Horiguchi et al., 2016).
This is a key point because first generation of antipsychotics has side
effects, particularly on cognitive impairments. Assessments of anti-
amnesic or procognitive properties of lurasidone have been mostly
performed after an acute administration, in rat models of glutamatergic
hypofunction (induced by dizocilpine or phencyclidine) (Yuen et al.,
2012; Ishiyama et al.,, 2007; Enomoto et al., 2008; Horisawa et al.,
2011; Horiguchi et al., 2011; Miyauchi et al., 2016). It should be noted
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that surprisingly few studies have been carried out in mice (in parti-
cular C57BL/6 strain, one of the most frequently used in preclinical
research). This is in sharp contrast to the known genetic component of
the disease (Millan et al., 2016) and the fact that transgenic mice lines
are the most easily generated and therefore accessible. In addition, most
studies report effects of acute administration of lurasidone (Yuen et al.,
2012; Ishiyama et al., 2007; Enomoto et al., 2008; Horisawa et al.,
2011; Horiguchi et al., 2011; Miyauchi et al., 2016), while only very
few studies involved chronic treatment (Luoni et al., 2017; Cates et al.,
2013; Stan et al., 2015). But schizophrenia remains to this day an un-
curable disease, and patients are in fact under symptomatic drugs
treatment for life. Effects of lasting repeated administration need
therefore to be investigated in preclinical models to enable a relevant
clinical translation.

Our study aims to assess the behavioural effects of chronic (5 weeks,
1 mg/kg daily) lurasidone treatment in mice through a battery of tests.
Starting after the first week treatment, the following behaviours were
assessed: spontaneous activity, anxiety-like behaviour, working and
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long-term memory, sociability and social memory, and prepulse in-
hibition of the startle reflex (model of attentional deficit). These para-
meters are currently used to assess schizophrenia-like symptoms in
preclinical models. Another objective of the experiment was to measure
pharmacokinetic (PK) parameters after an acute administration to cal-
culate the equivalent doses (intraperitoneal (i.p.) versus per os route
(p.0.)) in order to use oral administration in drinking water for later
studies, and therefore to improve ethical considerations in animal ex-
perimentation.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Experimental procedures were performed in accordance with
French and European Economic Community guidelines for the care and
use of laboratory animals (2010/63/UE, project no.
2016120817103795). All efforts were made to minimise the number of
animals used as well as their suffering. Experiments were performed on
60 C57BL/6 male mice, provided by the local animal facility (Centre
Universitaire de Ressources Biologiques, University of Caen Normandy,
France). Animals were kept in standard laboratory cages in groups of 3
to 5 individuals under a reversed 12 h/12 h light/dark cycle (light on at
7 p.m.), with controlled temperature (21 =+ 1 °C) and humidity
(55 * 10%). Food and water were given ad libitum. Enrichment con-
sisted in crinkle cut shredded paper and a cardboard house.

For the behavioural experiment, 20 mice were used (10 control and
10 lurasidone-treated mice). They were identified after weaning with a
subcutaneous chip placed under anaesthesia (isoflurane (5%-2.5%) in
an 0,/N,O mixture (0.3/0.7)). Behavioural assessment was performed
between the ages of 8 and 12 weeks. Animals were weighed weekly.

For the pharmacokinetic study, 40 mice of 3 months of age were
used (20 mice for i.p. and p.o. administration, with 5 mice for each
timing 30 min, 1 h, 2h, 4 h).

2.2. Pharmacological treatment

2.2.1. Lurasidone formulation and administration

Lurasidone hydrochloride (Synthenova©, Hérouville Saint-Clair,
France) was ground in a mortar, mixed with polysorbate 80 (Tween
80°, Sigma-Aldrich©, Steinheim, Germany) (for a final concentration of
0.1%) and dissolved in a vehicle saline solution (0.9%) at 0.1 g/L. Dose
used for i.p. route (1 mg/kg) was based on previous acute and chronic
studies (Luoni et al., 2017; Rajagopal et al., 2016b; Huang et al., 2017),
while the dose used (8.3 mg/kg) for oral route was based on pre-
liminary laboratory studies.

For behavioural experiments, lurasidone was daily administered
intraperitoneally at 5 p.m. (after any evaluation to avoid an acute ef-
fect), during a 5 weeks period. Lurasidone solution was regularly pre-
pared for 3-days needs (while kept in-between days at 4 °C), and then
renewed (see below results for formulation and controls).

Lurasidone solution was daily administered intraperitoneally at
5 p.m. one week before starting behavioural assessment until the end of
the experiment (therefore, after four weeks of behavioural assessment,
total treatment duration equal to 5 weeks). Control animals received
the vehicle (saline solution, 0.9%).

2.2.2. Formulation control

Lurasidone quantification in formulation was obtained by high-
performance liquid chromatography (HPLC-DAD). Standard samples
were prepared from a stock solution of lurasidone at 1054 pg/mL in
acetonitrile (ACN)/water (50-50 v/v %). Calibrators were fixed at 6.58,
13.175, 26.35, 52.7, 79.05, 105.4 pg/mL by dilution in water. Then,
800 pL was mixed in vial with 200 pL. ACN before injection into the
chromatographic system.

The apparatus was composed by an Agilent binary pump 1290, an
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autosampler 1290 and a diode array UV detector 1260 (Agilent tech-
nologies©, Santa Clara, CA, USA). The column used was a reversed
phase column C18 (Ultra, 5 pym, 2.1 x 50 mm) (Restek Corp©,
Bellefonte, PA, USA). The column was maintained at 30 °C. The injec-
tion volume and the run-to-run time were 0.5 pL and 3 min, respec-
tively. The flow rate was 0.6 mL/min and the detection wavelength was
315 nm. The mobile phase was initially composed of a mixture of 85%
water containing 0.1% (v/v) formic acid (A) and 15% ACN (B). Then,
the composition reached 90% of B after 2 min by applying a linear
gradient, maintained for 1 min and returned to the initial conditions for
1 min. The retention time of lurasidone was 1.20 min. Linearity was
observed in the range from 6.58 to 105.4 pg/mL with a determination
coefficient higher than 0.9999. The quantification limit was estimated
at 1.40 pg/mL based on the standard deviation of the y-intercept of
regression line and the slope (ICH, 2005). Solution samples (400 pL)
were diluted with 400 L of water and 200 pL of ACN before injection.

2.3. Behavioural assessment

Mice behaviour was assessed with a battery of tests, performed in
the displayed order below. Of note, animals were handled daily for
5 min the previous week of experiments. Further, animals' cages were
placed in the testing room at least 30 min before any behavioural tasks.
Finally, testing room was dimly enlightened (around 20 Ix for sponta-
neous alternation, approach avoidance, object recognition tests or even
in full darkness for PPI and open field tests). All tests were performed
during the day between 9 a.m. and 5 p.m., and the lurasidone admin-
istration was performed every day at 5 p.m. Apparatuses were cleaned
with 70% ethanol after each animal. All behavioural measurements
were performed by an observer blind to the treatment.

A check of health indicators was performed. Thus, the measurement
of the evolution of body weight was carried out every week.

2.3.1. Open field

Locomotor activity was video tracked for 30 min in a squared
(50 cm x 50 em X 50 c¢m) open field arena (NOLDUS®©, Ethovision).
Path length and mean speed were measured in the centre zone and total
arena (Prut and Belzung, 2003).

2.3.2. Spontaneous alternation

Spatial short-term working memory performances were assessed by
recording spontaneous alternation behaviour in a single-session Y-maze
test (Freret et al., 2017). The maze consisted in three equally spaced
arms (22 cm X 6.5 cm X 10 ¢cm) made of grey plastic material. Each
mouse was individually placed at the end of one arm facing the wall
and allowed to freely explore the maze during a 5-min session. The
number and the sequence of arm entries were recorded. An arm entry
was scored when all four feet crossed into the arm. Alternation beha-
viour is defined as consecutive entries into three different arms. The
percentage of alternation was calculated by the formula: (number of
alternations / (number of arm entries — 2)) * 100. Alternation per-
centages were compared for each group to the reference value of 50%,
which corresponds to a random exploration of the maze.

2.3.3. Sociability and social recognition

Social behaviour was assessed according to Bouet et al. (2011).
Briefly, the apparatus for approach-avoidance test
(27 cm % 18 cm X 21 cm) consisted in three interconnected chambers.
The two extreme chambers (6.5 cm X 18 cm X 21 cm) were used to
place the stimulus mouse (novel/familiar) and were separated from the
central chamber by a transparent, perforated wall to ensure visual and
olfactory contact (Bouet et al., 2011). The central chamber was divided
in three equal compartments, the most lateral ones being either close to
or far from the stimulus mouse. Social behaviour was assessed during
the first trial. To this end, an unknown 60 days old male mouse (called
stimulus mouse) was placed in one of the two extreme chambers (left or
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right, randomly order between mice). Trial starts when the tested
mouse was placed in the central chamber and lasts for 5 min during
which time spent by testing mouse in each compartment was measured.
At the end, the mouse was returned to its home cage (Ferguson et al.,
2001; Macbeth et al., 2011), and tested again in a second trial 30 min
after to assess social recognition.

During this second trial, the same, previously encountered, stimulus
mouse (now considered as familiar) was placed in one of the two
chambers, and a novel, unknown, stimulus mouse was placed in the
empty opposite chamber. Sociability and social recognition index (1st
and 2nd trial, respectively) were calculated as follows: (time spent in
the compartment close to the novel stimulus mouse — time spent in the
compartment far from the novel stimulus mouse) / (sum of time spent in
the extremes compartments, i.e. close + far from the novel stimulus
mouse) * 100 (Bouet et al., 2011; Moy et al, 2009). Indexes were
compared to the reference value of 50, which corresponds to an equal
exploration of the two compartments.

2.3.4. Object recognition test
For four consecutive days, animals were habituated to the arena
(50 cm X 50 em X 50 ¢cm) and to objects. The first day, all mice from
the same cage were placed together in the arena for 10 min. From the
2nd to the 4th day, each mouse was placed alone in the apparatus for
5 min. On the 4th day, an object, different from those used in the test
was placed in the centre of the arena. On the 5th day, the object re-
cognition test was performed in two sessions (10 min each, inter-session
interval ISI: 1 h). For the acquisition session (first session), the mouse
was placed with two identical objects in the apparatus, before being
replaced in its home cage. For the retention session (second session),
the mouse was placed with an object identical to one of the objects used
during acquisition session (“familiar object”), the other being new to
the mouse (“novel object”). Object exploration was defined by the time
the mouse was oriented toward the object at a distance of 1 cm or less,
touching or sniffing the object (exclusion criteria: total exploration <
5 s). Exploration times were recorded manually and a discrimination
index was calculated as follows: (exploration time of novel ob-
ject — exploration time of familiar object) / (total exploration
time) * 100. Discrimination indexes were compared to the reference
value of 50, which corresponds to an equal exploration of both objects.
The objects used were towers of LEGO® and little plastic bottles filled
with sand.

2.3.5. PPl

Mice were placed in the startle reflex chamber (Imetronic©, France)
and first acclimated to a 65dB white-noise background for 10 min. Then
30 trials of pulses at 85 dB were delivered to habituate the animal to the
test and obtain less variable intra-individual results (Valsamis and
Schmid, 2011). Mice were thereafter presented with combinations of
prepulse-pulse trials (prepulse: 0, 76, 80, 84 dB, duration: 20 ms; 50 ms
prior to the pulse alone (110 dB, duration 40 ms)) in a pseudo-random
order. Ten trials of each prepulse intensity were delivered. Inter-trial
intervals were comprised between 8 and 18 s. Animals were filmed
throughout the protocol in case of a posteriori checking needed. The PPI
was calculated as follows: (1 — (startle response magnitude of prepulse
trials / startle response magnitude of startle-only trials)) * 100.

Table 1
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2.4. Pharmacokinetic study

2.4.1. Blood sample preparation

Pharmacokinetic study was performed using a terminal blood
sampling method (cardiac puncture) under anaesthesia (Hoff, 2000).
The mice used in this study were randomly divided in two groups of 20
mice (lurasidone 1 mg/kg i.p., lurasidone 8.3 mg/kg p.o.). Blood
samples were collected via intracardiac puncture into heparinised tubes
at 0.5, 1, 2, or 4 h after administration (n = 5). Plasma samples were
separated immediately by centrifugation at 4 °C, 3000g for 10 min. The
supernatant plasma fraction was stored at —80 °C for further analysis.

2.4.2. Solutions

Lurasidone was first dissolved in methanol at 1054 mg/mL and
dextromethorphan HBr, the internal standard (IS), in ACN/water
(50-50 v/v %) at 1288 mg/mL. All working solutions were diluted in
ACN/water (50-50 v/v %).

2.4.3. Sample treatment

Each aliquot (100 pL) of plasma sample was mixed and incubated
30 min with 10 pL of IS (dextromethorphan, 10 ng/mL). Calibrators
were prepared using the same procedure with a mix containing IS at the
same concentration and lurasidone to yield 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100,
250, 500 and 1000 ng/mL as the final concentration. The proteins
precipitation was obtained by adding 300 pL of cold ACN and in-
cubating during 20 min at 4 °C. The mixture was then centrifuged
(21,100g, 10 min), then filtered through a 0.2 pm PTFE filter before
injection.

2.4.4. Chromatographic conditions

Chromatography separation was conducted on a Nexera X system
coupled with a tandem mass spectrometer LCMS-8030 (Shimadzu,
Kyoto, Japon) under the following conditions: the column was an
Acquity HSS T3 (100 x 1 mm; 1.8 pm) (Waters©, Millford, MA, USA)
maintained at 50 °C; the injection volume was 0.6 L, flow rate was
0.3 mL/min for 5 min; the mobile phase was initially composed of 10%
ACN and 90% of aqueous acetic acid solution at 0.1% (v/v). It was
maintained for 0.4 min, then a linear gradient was applied to reach 90%
ACN at 3.30 min and to decrease to 10% within 5 min.

The MS/MS detection was performed by electrospray ionization
(ESI) source operated in positive mode. Multiple Reaction Monitoring
(MRM) was used for the detection and quantification of precursor to
product ion transition. Two MRM transitions (qualifier and quantifier)
were used for lurasidone and IS (Table 1). The capillary voltage and
source temperature were maintained at 4.5 kV and 350 °C, respectively,
whereas desolvation temperature was 250 °C. Highly pure nitrogen was
used as the desolation gas (10 L/min) whereas argon gas was used for
collision gas pressure (230 kPa).

Blank plasma samples were analysed to check specificity. The cali-
bration curves were drawn by plotting the ratio of the peak high of
lurasidone to that of the IS. A quadratic regression with 1/C weighting
resulted in standard curves with determination coefficients R* > 0.999
and > 75% of standards with back-calculated concentrations within
15% of their nominal values as recommended by the European medi-
cines agency for bioanalytical methods (Jaki and Wolfsegger, 2018).
The limits of quantifications for lurasidone were considered as the
lowest concentration of the calibration curve.

UHPLC-MS/MS data used for the quantification. In brackets, data of the confirmation ions of lurasidone and IS.

Retention time (min)

MRM precursor (m/z)

MRM product ion (m/z) Collision energy (V)

Lurasidone 1.83 493.1
Dextromethorphan (IS) 1.73 2722

166.1 (109.1)
147.2 (213.2)

—43 (-46)
-31(-28)
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2.5. Data analysis

Behavioural data were analysed using R software 3.4.2 (Free
Software Foundation, Vienna, Austria; R Development Core team
2009). When data were normally distributed (Shapiro test), groups
were compared with ANOVA tests (spontaneous alternation, novel ob-
ject recognition test) or t-tests (PPI), and comparisons to references
values were performed with univariate t-tests. When data were not
normally distributed (Shapiro test), groups were compared with one-
way exact permutation tests (body weights, open field test and PPI) or
ANOVA tests using permutation tests (sociability and social recognition,
spontaneous alternation test, object recognition test), and comparisons
to reference values were performed with Wilcoxon tests. Differences
were considered significant when the associated P value was below
0.05. All animals performed the entire battery of behavioural tests.

Plasmatic lurasidone concentration was plotted with GraphPad®
Prism (version 6.01, GraphPad® Software, La Jolla, CA, USA). Main
pharmacokinetic parameters were calculated: area under the plasma
drug concentration-time curve (AUCO-<) using the linear trapezoidal
method, time to reach the maximum plasma drug concentration (Tp,a),
maximum plasma drug concentration (Cnax) and mean transit time
(MTT), by non-compartmental analysis using “R” (R Core Team, 2018)
software equipped with “PK” package (Jaki and Wolfsegger, 2018).
Relative bioavailability F of oral administration versus i.p. was calcu-
lated according to the following equation: F = (AUC,, /
AUC;,) X (Dose;p / Dosepo).

3. Results
3.1. Formulation and controls

Because lurasidone showed solubilisation difficulties in physiolo-
gical serum at 1 pg/mL, tween 80 (1%, m/m) a non-ionic surfactant,
was added to obtain a micellar solution. The formulation obtained was
evaluated by measuring lurasidone concentrations at 0, 24, 48 and 72 h
after +4 °C conservation. All concentrations values obtained belonged
to [—12%; 0%] interval of the theoretical value. Therefore, our for-
mulation allowed lurasidone to solubilise at 1 pg/mL and be maintained
at +4 °C without significant change for 72 h.

3.2. Hedlth indicators

Treatment with lurasidone resulted in no change in the weight
growth (Fig. 1).

3.3. Open field
Distance travelled in the open field was not significantly different

between groups (ANOVA: in peripheral zone, degrees of freedom F,
18 = 1.09, P = 0.3; ANOVA permutation model: in arena P = 0.15, in
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Fig. 1. Effect of chronic lurasidone administration (i.p., 1 mg/kg) on mice body
weight. Data represents mean + SEM.
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central zone P = 0.54). Similarly, mean speed was not significantly
different between groups (ANOVA: in arena F; ;53 = 0.19, P = 0.66, in
peripheral zone P = 0.3; ANOVA permutation model: in central zone
P = 0.78). Time in the central zone was not significantly different
between groups (ANOVA, F; 3 = 0.68, P = 0.41) (Fig. 2A and B).

3.4. Spontaneous alternation test

The alternation percentage in the Y-maze was not significantly
different between groups (ANOVA, F, ;3 = 0.10, P = 0.37). The
comparison of each group with the reference value of 50% showed that
control and lurasidone groups had an alternation percentage of
62.1 *= 5.0% and 60.8 *= 4.6% (means * SEM) respectively sig-
nificantly above 50%, attesting to normal spatial working memory
performances (t = 2.38, P = 0.041; t = 2.416, P = 0.039, respec-
tively) (Fig. 2C). The number of arm entries in the Y-maze was sig-
nificantly higher in the lurasidone group than in the control group
(ANOVA, F; ;5 = 11.87, P = 0.001).

3.5. Social behaviour and social recognition

3.5.1. Social behaviour

The sociability index was not significantly different between groups
(permutation test, P = 0.24). The comparison of each group to the
reference value of 50% shows that while control group had an index of
526 *= 4.8% (median *= SEM) was not significantly above 50 (t-test,
P = 0.198), the lurasidone group had a sociability index of
60.5 * 3.6% (median =+ SEM) significantly above 50 (t-test,
P = 0.038) (Fig. 2D), showing a preference for the compartment con-
taining the mouse compared to the empty compartment.

3.5.2. Social recognition

The social recognition index was significantly higher in the control
group than in lurasidone group (ANOVA, F, ;3 = 5.62, P = 0.023).
The comparison of each group with the reference value of 50% showed
that control and lurasidone groups had not a social recognition index
significantly above 50, respectively 50.0 + 3.4% and 43.7 = 4.3%
(medians + SEM), showing that mice from both groups had no pre-
ference to explore the compartment with the unfamiliar mouse than
that with the familiar mouse (control group: t-test, P = 0.093; lur-
asidone group: t-test, P = 0.679) (Fig. 2E).

3.6. Object recognition test

The recognition index was not significantly different between
groups (ANOVA, F;, 15 = 0.36, P = 0.87). The comparison of each
group with reference value of 50% shows that all groups had an object
recognition index of 60.2 = 2.5% and 57.8 = 1.6% (means = SEM)
respectively significantly above 50%, attesting to a significant pre-
ference to explore the novel object rather than the familiar object
(control group: ttest, P < 0.0001; lurasidone group: t-test,
P = 0.00025) (Fig. 2F).

3.7. PPI

The startle amplitude (pulse alone) did not differ between groups (t-
test: P = 0.86). The percentage of inhibition of the startle reflex was not
globally different between groups (ANOVA permutation test: 74 dB
prepulse P = 0.71; 80 dB prepulse P = 0.58; 84 dB prepulse P = 0.31)
(Fig. 2G and H).

3.8. Pharmacokinetic study
The plasma concentrations of lurasidone after i.p. and oral admin-

istrations are shown in Fig. 2 and the pharmacokinetic data are pre-
sented in Table 2. When lurasidone was administered i.p. at the dose of
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Fig. 2. Lurasidone 1 mg/kg effects on distance moved (A) and mean speed (B) in open field arena; on spontaneous alternation percentage in Y-maze (C), social
behaviour index in sociability test (D), social recognition index in social recognition test (E), discrimination percentage in novel object recognition test (F), startle
amplitude (G) percent of pre-pulse inhibition (H) in prepulse inhibition test.

A-B: Mean + SEM; one-way exact permutation test between groups, P > 0.05.

D-E: Boxplots with horizontal black lines as median, first and third quartiles, and the outer lines represent the range of scores or 1.5 box-lengths from the median.
ANOVA using permutation tests P > 0.05.

C; F: boxplots with horizontal black lines as median, first and third quartiles, and the outer lines represent the range of scores or 1.5 box-lengths from the median.
Diamond black marks show the means and small horizontal black lines mark the standard deviations. ANOVA test between groups, P > 0.05. Univariate t-tests #:
P < 0.05.

G: Mean *+ SEM; t-test, P = 0.86.

H: Mean + SEM; one-way exact permutation test between groups, P > 0.05.
*: significant difference between groups: t-test, P = 0.023.

1 mg/kg, Cnax Was 52.2 ng/mL, Tpna was 0.5 h, and MTT was 4. Discussion
1.91 + 0.27 h. Comparatively to i.p. administration, after an 8.3 mg/
kg p.o. administration, AUC increased but not as much as C,,,,. Relative
bioavailability of oral vs i.p. administration was 19.8%. Therefore,
1 mg/kg i.p. administration corresponds to an equivalent p.o. dose of
5 mg/kg (Fig. 3, Table 2).

The present study in C5BL/6 mice (a widely used strain for genetic
modelling) reports on one hand, the impact of chronic lurasidone
treatment on behavioural (and particularly cognitive) performances
and, on the other hand, selected pharmacokinetic parameters after
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Table 2
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PK data of lurasidone after 1 mg/kg i.p. and 8.3 mg/kg p.o. administration from 0 to 4 h in mice.

Route/dose Ciax [ng/mL] Tmax [h] AUCo 1o usy [ng'h/mL] AUC(0 10 inp [ng-h/mL] MTT (mean transit time) [h] F relative to i.p. 1 mg/kg (%)
i.p. 1 mg/kg 522 * 30.0 0.5 87.8 + 11.4 98.9 + 124 1.91 + 0.27 -
p.o. 8.3 mg/kg 957 + 50.1 1 1625 + 18.2 1743 + 19.0 1.74 + 017 19.8%
150+ C57BL/6 mice have been reported (Luoni et al, 2017; Cates et al.,
2013; Stan et al., 2015). The study of Cates et al. (Cates et al., 2013)
'S - IP1mg/Kg implemented a 12-day protocol of daily i.p. administration of lur-
£E asidone (0.3 and 3 mg/kg). That of Stan et al. (2015) used a similar
£ 2 100+ . -m- PO 8.3 mg/Kg route and frequency of administration, but for 3 weeks, at the doses of 3
sz BN and 10 mg/kg. The more recent study of Luoni et al. (2017) reports
3 ._9_ effects of daily oral administration of 1 mg/kg of lurasidone in C57BL/6
5 g mice for 32 days. Given the differences in the experimental design of
:g 5 50- lurasidone administration between these three studies and ours, com-
g2 parisons have to be cautious. However, in comparison with results
3 8 obtained under the same basal conditions in rodents, with acute similar
dose ranges, our results are consistent for spontaneous and exploratory
activity, and novel object recognition test (Rajagopal et al., 2018;
0 0 1 2 3 A é Kotaczkowski et al., 2014). PPI is one of the most widely used tests in

Time [h]

Fig. 3. Pharmacokinetic curves of lurasidone concentration after 1 mg/kg ip.
and 8.3 mg/kg p.o. administration from 0 to 4 h in mice. Results are expressed
as mean + SD (N = 5) at each point.

acute i.p. and oral administrations.

Body weight and alimentary consumption (food and water) are
sensitive indices of well-being and consequently of toxic effects. Some
antipsychotics, and particularly those of the novel generation, induce
body weight changes in humans (Bishara and Taylor, 2008). In animals,
Albaugh et al. for instance showed an increase in body weight related to
an increase in food intake in rats and mice after olanzapine treatment
(Albaugh et al., 2006). In our conditions, daily i.p. lurasidone treatment
for 5 weeks did not affect body weight, allowing to rule out any arte-
facts of this parameter on behavioural results. Our results are consistent
with those of Stan et al., who did not observe any effect of chronic
(3 weeks) 3 and 10 mg/kg daily lurasidone i.p. administrations on body
weight in C57BL/6 mice (Stan et al., 2015).

4.1. Behavioural study

In order to improve expectancies in evaluation of the pharmacolo-
gical validity of mice models of schizophrenia. The battery of beha-
vioural tests was designed to assess the effects of lurasidone on various
parameters after its chronic administration.

Our results showed that chronic lurasidone treatment (administered
at the end of each day during 5 weeks) did not severely affect beha-
vioural performances, measured in tests currently used to model posi-
tive like-symptoms (PPI and open-field), negative-like symptoms
(sociability test) and cognitive-like symptoms (spontaneous alternation
and object recognition memory tests) of schizophrenia (Feifel et al.,
2016). The sole significant effect observed was altered social recogni-
tion in lurasidone-treated animals.

Several studies in rats and mice have shown that acute lurasidone
can counterbalance behavioural deficits induced by PCP or MK801
administrations (novel object recognition, Morris water maze, passive
avoidance, tail suspension test, forced swimming test, radial arm maze
and sociability test) (Rajagopal et al., 2016a; Horiguchi et al., 2016;
Horisawa et al., 2011; Horiguchi et al, 2011; Cates et al.,, 2013;
Horisawa et al., 2013). However, effects of chronic administrations of
lurasidone in basal conditions, namely without any pharmacologically-
induced behavioural deficit, are not know. To our knowledge, only
three behavioural studies of chronic administration of lurasidone in

schizophrenia research to model attentional deficit, but until now, there
is no literature data on the effects of lurasidone on PPI in the control
animal. The present study is, de facto, the first investigation of the ef-
fects of chronic administration of lurasidone on sensorimotor gating
performances. Some studies revealed that other atypical antipsychotics,
for instance olanzapine, chronically administered (8 weeks, 2 mg/kg,
twice daily) in control female C57BL/6 mice, do not modify PPI per-
formance, but reverse MK801-induced deficit (Kraeuter et al., 2019).
The same holds true with subchronic clozapine (8 days, 3 mg/kg, i.p.)
(Maurice-Gélinas et al., 2018) in control male and female C57BL/6
mice. It appears that while the antipsychotic do not alter PPI perfor-
mances, in one way or another, it can counterbalance PPI deficits in
schizophrenia models. Considering the differences in pharmacological
profile of the two compounds olanzapine and clozapine, particularly in
terms of affinity and activity with respect to dopaminergic and ser-
otonergic receptors, with that of lurasidone (Kondej et al., 2018), it is
difficult to link these data closely. However, our data are consistent
with literature showing no effect (neither deleterious, nor beneficial) of
chronic lurasidone on PPI performances.

Social behaviour (attractivity to/recognition of congeners) is an
important indicator used for research into schizophrenia, particularly to
emphasise negative-like symptoms.

In sociability tests, some differences were observed between the
control and lurasidone-treated animals when compared to the reference
value. Indeed, only treated animals showed a significant preference for
the side containing the mouse compared to the empty one. Therefore,
even if there was no significant difference between groups, lurasidone
could improve sociability performances. Literature data on effects of
lurasidone on social behaviour are scarce, only two studies to our
knowledge, but in line with our results. Indeed, in social interaction
test, Wieroniska et al. (2015) reported reverse effect of 0.5 mg/kg
subcutaneous injection (s.c.) (but not 0.1 mg/kg) of lurasidone on MK-
801-induced deficits in rat, and Rajagopal et al. reported reverse effect
of 0.3 mg/kg i.p. (but not 0.1 mg/kg) of lurasidone on PCP-induced
deficits in mice (Rajagopal et al., 2018).

Social recognition of a novel stimulus mouse did not reveal any
significant differences between groups. The absence of preference for
the novel mouse compared to the familiar one in the control and in the
lurasidone-treated groups was not expected but was due to the protocol
used, which slightly differed from that of Moy et al. (2008). Indeed,
Moy et al. (2008) showed that the C57BL/6 is a strain that can dis-
criminate the side containing the mouse from the empty side in the
sociability test, and is even able to discriminate the side containing a
previously encountered mouse from the side containing a new mouse
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for the social recognition test. Our results can be explained by the
duration between the sessions chosen (30 min versus immediate), and
the shape of the device to the one used by other studies (compartment
versus small cages), like Moy et al. (2008), Brodkin et al. (2004), and
Nadler et al. (2004).

4.2. Pharmacokinetic study

The pharmacokinetic data of the acute administration of lurasidone
after i.p. (1 mg/kg) and oral (8.3 mg/kg) administration in C57BL/6
mice are reported here for the first time. Several studies concern lur-
asidone administrations on rodents models of psychiatric disease, but
unfortunately without investigating the pharmacokinetics of this drug
(Ishiyama et al., 2007; Luoni et al., 2017; Cates et al., 2013). We ob-
tained i.p. 1 mg/kg and p.o. 8.3 mg/kg Ty, of 0.5 and 1 h respectively.
Lurasidone MTT was 2 h. In rats, after intravenous (i.v.) administration,
MTT was approximately 4.5 h for a dose of 1 mg/kg (Lee et al., 2011).
Lee et al. describe a pharmacokinetic study carried out in the Sprague-
Dawley rat and reports C,,,, values equal to 0.163, 0.301 and 0.633 pg/
mL after single oral administrations of lurasidone doses equal to 2.5, 5
and 10 mg/kg, respectively (Lee et al., 2011). We have demonstrated
Cpax value after a p.o. administration in C57Bl6 mice equal to
0.096 pg/mL. This difference between species is consistent with the
study of Waidyanatha et al., showing a shorter half-life for mice than
rats (Waidyanatha et al., 2019). Such a short MTT of the antipsychotic
lurasidone in mice is in line with the conclusion of the study of Kapur
et al. who reported that the half-life in plasma of five antipsychotics
(haloperidol, clozapine, olanzapine, risperidone, and quetiapine) were
comparable to those of lurasidone (Kapur et al., 2006). This shows that
a single daily injection cannot be sufficient to maintain plasma levels of
antipsychotic for the entire day. In human, a single daily administration
schedule is well adapted as the lurasidone half-life in human plasma
(following oral dosing of a 40 mg tablet) is more prolonged
(26.4h + 12.5) (Katteboina et al., 2016). In a preclinical context, this
schedule is questionable. Indeed, in rats, after a p.o. 60 mg/kg ad-
ministration, plasmatic half-life is just 8.42h (Koo et al., 2011) whereas
in mice there is no data are available. Further investigations have to be
performed to assess plasmatic levels in mice after oral administration of
antipsychotics in a way to improve dosage and administration protocol
in rodent models of schizophrenia.

In preclinical studies, drinking water is an interesting way of ad-
ministration of antipsychotics in rodents because of a good correspon-
dence of this route with that of humans, and to avoid the necessity of
stressing and repeated manipulation for injection needed for chronic
treatments. Ethical considerations are a growing part of animal ex-
perimentation and the present study permits to improve experimental
practice. Using non-invasive administration is a real advantage to im-
prove wellbeing, via a decrease in pain and stress for animals, and in-
vasive manipulations. Drinking water is commonly used for adminis-
tration of antibiotics (Marx et al., 2014), and needs to be extended to
other treatments, particularly antipsychotics. Herein, our first PK re-
sults (in particular knowledge of relative bioavailability) will be useful
to develop a drinking water protocol of chronic administration of lur-
asidone in C57BL/6 mice.

5. Conclusion

Lurasidone is a novel antipsychotic particularly interesting for the
pharmacological validation of animal models of schizophrenia focusing
on negative-like and cognitive-like symptoms. We demonstrated the
solubility and the stability of the present formulation for at least 72 h at
4 °C. The C57BL/6 strain is widely used for the creation of transgenic
mice, and therefore, is interesting for constructing multifactorial
models (with genetic predisposition and environmental stress) of schi-
zophrenia.

To summarise the results of behavioural assessment, we did not
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observe, in our conditions, an impact of chronic lurasidone adminis-
tration in C57BL/6 mice behaviour. This result enables the use of lur-
asidone to measure pharmacological validity in rodent models of
schizophrenia. However, consideration must also be given to the cog-
nitive impairments in this pathology.

Animal models of psychiatric diseases, such as psychosis, are mostly
tested for predictive validity by administrations of antipsychotics,
mostly performed via the intraperitoneal route, whereas this is not the
case for human medication. We measured pharmacokinetic parameters
of lurasidone by i.p. administration and the oral route to calculate the
equivalent dose. We demonstrated that concentrations in plasma are
not maintained for 24 h. Indeed, lurasidone has a short persistence in
mice, which is not the case in humans. The present study allows the
development of alternative methods of administration, the improve-
ment of the well-being of both the mice and the experimenter, and the
assessment of pharmacological validity of mice models.
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3.4.1.1 Résumé de I’article 6

Les objectifs de I'article 6 étaient d’'une part de caractériser chez des souris C57BL/6
(animaux témoins) les effets comportementaux de I'administration de 1mg/kg de
lurasidone par jour pendant 5 semaines. D’autre part, dans le but de mettre en place
une administration de lurasidone par eau de boisson, nous avons mesuré certains
parametres pharmacocinétiques aprés administration aigué de ce neuroleptique (i.p.

et per 0s).

Nous avons montré que l'administration chronique de lurasidone a la dose
sélectionnée ne modifiait pas le comportement de souris C57BL/6. Nous avons
e€galement montré que la rémanence de cette molécule dans le sang des souris aprés
une administration unique est tres courte. Il est donc nécessaire de prendre ce

parametre en compte pour la mise en place des protocoles d’administration chronique.

Une discussion autour des parametres a utiliser pour évaluer la validité de prédiction
des modéles animaux de schizophrénie est intégrée au chapitre « Discussion

générale ».
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4. Discussion générale
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Les objectifs de cette thése étaient principalement d’évaluer le nouveau modele de
schizophrénie 3-hit au regard des trois types de validité : la validité d’apparence, la

validité de construction et la validité de prédiction.

La premiere partie de cette discussion porte sur chacune de ces trois validités. Tout
d’abord, les différents paramétres mesurés pour évaluer la validité d’apparence des
modeéles animaux de schizophrénie vont étre discutés. Ensuite, la validité de
construction des modeles multifactoriels sera analysée avec l'apport de chaque
facteur, considéré individuellement, ainsi que les interactions entre ces facteurs. Puis,
les parametres a prendre en compte pour évaluer la validité de prédiction des modeles

de schizophrénie seront abordés.

Dans une seconde partie, la discussion portera sur une question plus générale : qu’est-

ce qu’un bon modele de schizophrénie ?

Pour apporter des éléments de réponse, nous allons aborder I'apport des
constructions récentes de modeles animaux, de plus en plus complexes, dans un
premier temps. Puis nous allons tenter d’entrevoir d’autres solutions pour améliorer les
modeles. Pour enfin poser la question des espéces animales choisies pour modéliser

une pathologie psychiatrique.

4.1 Validité d’apparence du modéle 3-hit

Bien que certains éléments n‘aient pas été mesurés (ex: dosages de

neurotransmetteurs) (voir Tableau 5).

), 'ensemble des études réalisées apporte une quantité importante d’informations sur
le modeéle 3-hit. Nous avons obtenu une vue assez large sur ce modéle avec des
résultats comportementaux, morphologiques et fonctionnels. L’apparition d’un
dysmorphisme sexuel, notamment dans I'étude en électrophysiologie, incite a réaliser
toutes les analyses sur les deux sexes méme si pour certains parametres
comportementaux nous n’avons pas décelé de différences entre les sexes (par
exemple, le déficit comportemental au test du PPl apparait chez les méles et les

femelles).
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Tableau 5: Synthése des principaux éléments associés au phénotype de

schizophrénie (adapté de la Table 1 de Winship et al., 2019) et des résultats obtenus

sur le modele 3-hit. ? : non mesuré ; = : pas de modification par rapport aux témoins ;

1 :augmentation par rapport aux témoins ; | : diminution par rapport aux témoins ; # :

modification par rapport aux témoins.

3-hit

Mesure Test / structure @ @

. Activité locomotrice Opt?n f_le!d v ?

Positif Actimétrie = ?

Stéréotypies ? ?

. Anhédonie Préférence au sucrose = ?

Negatif — .

Sociabilité Approche / évitement Jr ?

Reconnaissance sociale Approche / évitement ? ?

Inhibition latente Conditionne ment ? ?

Mémoire de travail Alternance spontanée Jr ?

Cognition Mémoire de reconnaissance Reconnaissance d'objet ? ?

Comportement Mémoire de référence J+ ?
Flexibilité Piscine de Morris ? ?

Apprentissage NE ?

Open field T ?

Anxiété Boite noire et blanche ™ ?

Labyrinthe en croix surélevée ? ?

Sensori-moteur Inhibition du réflexe de sursaut PPI NE NP

Latéralité Olfaction # #

Nidification = ?

1 volume Ventricules latéraux ? ?

Cortex Jr ?

IRMa Lvolume Striatum ? ?

Thalamus ? ?

Hippocampe J ?

Modifications DTI Altération de la myélinisation Corps calleux NP ?
morphologiques Dopamine ? ?
Glutamate ? ?

Dosages / Sérotonine ? ?

immunohistochimie GABA Interneurones parvalbumine = ?

Glycine ? ?

D-serine ? ?

LTP ¥ N

STP NE NP

Modifications L LTD ? ?
Electrophysiologie ~ _

fonctionnelles Neurotransmission glutamatergique Recepteurs AMPA N R
Recepteurs NMDA = ™

Neurotransmission gabaergique Recepteurs GABA J N

La caractérisation comportementale du modele 3-hit montre certains aspects du

phénotype schizophrénique avec des symptbmes de type négatif (déficit de

sociabilité), des déficits cognitifs (déficits de mémoire de travail et mémoire de

référence), une augmentation du comportement de type anxieux et un déficit

d’inhibition du réflexe de sursaut. Le développement de modéle animaux de
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schizophrénie pertinents a notamment comme objectif 'amélioration des traitements
de cette pathologie. Les antipsychotiques actuels ne prennent pas en charge certains
symptomes, en particulier les symptémes négatifs et les déficits cognitifs (Bost, 2016;
Tandon, 2002). C’est donc particulierement ces symptdomes et déficits qui sont
maintenant visés dans les modéles de schizophrénie, afin d’utiliser un support

pertinent pour le développement de nouveaux antipsychotiques.

Le déficit d’inhibition du réflexe de sursaut observé chez les animaux 3-hit a également
été observé dans d’autres modéles de schizophrénie a trois facteurs bien que I'impact
de chaque facteur dans ce déficit, ou méme d’éventuels effets de résilience, soient
difficiles a interpréter (Chen et al., 2011; Sultana & Lee, 2020). Kekesi et al. ont mis
en évidence un dimorphisme sexuel (que nous n’avons pas retrouvé dans notre
modele 3-hit), avec des déficits plus importants chez les méales (Kekesi et al., 2015).
Cette mesure d’inhibition du réflexe de sursaut est un élément clef de la caractérisation

d’'un modéle de schizophrénie (Khan & Powell, 2018).

Nous avons également observé des différences entre les groupes 3-hit et témoin dans
les tests de I'open field et de la boite noire et blanche mais pas dans le test d’actimétrie.
Cela suggeére que I'effet observé dans ces deux premiers tests reléve davantage d’'une
augmentation de l'anxiété plutdét que d’une diminution de I'activité locomotrice. Les
tests de I'open field et de la boite noire et blanche sont réalisés dans des conditions
de luminosité importante, il s’agit d’environnements assez grands et inconnus des
souris, ils sont donc sources de stress pour ces rongeurs (Bourin, 2015; Lezak et al.,
2017). Le test de l'actimétrie se déroule dans un dispositif petit et fermé qui se
rapproche plus des conditions d’hébergement des animaux. Ce test est aussi réalisé
sur un temps plus long (1h) que les tests de I'open field et de la boite noire et blanche
(respectivement 30min et 5min), ce qui réduit le stress di a la nouveauté (Lister, 1990).
L’apparition de différences entre les groupes 3-hit et témoin uniquement dans les
environnements les plus anxiogénes indique que les souris 3-hit seraient plus
sensibles au stress que les animaux témoins. Une augmentation de l'anxiété a
également été montrée dans d’autres modeles de schizophrénie a trois facteurs (Chen
et al., 2011; Sultana & Lee, 2020) mais pas tous (Kekesi et al., 2015).

Le modele 3-hit présente des déficits de sociabilité ainsi qu’une altération des fibres
du corps calleux. Une étude de Koshiyama et al. a permis de faire un lien entre ces

deux parametres, ces auteurs ayant montré une corrélation entre une altération des
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fibres du corps calleux et des difficultés sociales chez des schizophrénes (Koshiyama
et al., 2018). Parmi les trois autres modeles de schizophrénie a trois facteurs publiés
dans la littérature, seulement celui réalisé chez la souris et qui combine une mutation
DISC1, une séparation maternelle et une administration de kétamine, a été soumis a
un test de sociabilité. Les animaux de ce modéle ont également des déficits de
sociabilité, ainsi que des déficits de préférence pour la nouveauté sociale (Sultana &
Lee, 2020). Il serait intéressant de réaliser des mesures d’'imagerie de diffusion dans
ce modeéle pour observer d’éventuelles altérations du corps calleux. Les deux autres
modéles a trois facteurs n‘ont pas mesuré ce paramétre mais Kekesi et al. ont
interprété une diminution de la dextérité motrice et de I'exploration comme des

symptémes de type négatif (Kekesi et al., 2015).

Les déficits de mémoire sont largement recherchés dans les modéles actuels de
schizophrénie (Winship et al.,, 2019). Les souris 3-hit présentaient dans nos
expériences un déficit de mémoire de travail et de mémoire de référence. Les deux
autres modéles a trois facteurs ayant mesuré la mémoire de travail montrent aussi un
déficit chez les animaux soumis a trois facteurs (Kekesi et al., 2015; Sultana & Lee,
2020). Cependant, I'impact de chaque facteur est complexe a déterminer puisque les
animaux soumis uniquement a la modification du géne DISC1 présentent ce déficit de
mémoire de travail qui est partiellement compensé par I'ajout d’'un autre facteur
(séparation maternelle ou injections de kétamine) (Sultana & Lee, 2020). Un déficit de
mémoire de référence a également été montré dans le modéle de Kekesi et al. (Kekesi
et al., 2015).

Nous n’avons pas montré de symptéme de type positif chez les souris 3-hit qui aurait
pu s’observer par une augmentation de la locomotion. Il aurait été intéressant
d’observer d’éventuelles stéréotypies qui sont également un critere intéressant pour
ce type de symptémes (Bubenikova-ValeSova et al., 2008; De Oliveira et al., 2011).
L’observation ininterrompue des animaux dans leur cage d’élevage en relevant
d’éventuels comportements stéréotypés permettrait une évaluation des symptémes de
type positif dans un environnement plus écologique, et donc moins stressant pour les
animaux. Les rongeurs peuvent avoir un comportement de proie en présence
d’humain, méme si une manipulation quotidienne permet de limiter cet effet. Ce
comportement de proie méne a une modification du comportement général des

animaux, qui inhibe leur activité, les conduit a se cacher (Apfelbach et al., 2005), et

204



éventuellement a cesser d’exprimer des stéréotypies. Ainsi, pour avoir une évaluation
plus exhaustive des symptomes de type positif exprimés par les animaux 3-hit, il serait
intéressant de réaliser une observation via caméra vidéo du comportement des
animaux en l'absence d’humains pendant a minima 24h. La ressource humaine
nécessaire pour l'analyse de ce test rend difficile son application, bien que des
technologies se développent pour accélérer et homogénéiser ces analyses

comportementales individuelles.

D’autres éléments caractérisant les modéles de schizophrénie ont été observés dans
le modéle 3-hit, sans que ceux-ci soient développés dans les autres études de
modeles a trois facteurs. Parmi ceux-ci, I'altération de la latéralité olfactive refléte un
déréglement de I'asymétrie cérébrale. Les études cliniques montrent des altérations
de la latéralité comportementale ainsi que de la latéralisation cérébrale chez les
schizophrénes (Dragovic & Hammond, 2005; Okada et al., 2016; Satz & Green, 1999;
Xie et al., 2018). C’est donc un élément innovant de caractérisation d’'un modéle de

schizophrénie qui mériterait d’étre exploité dans d’autres modéles.

L’étude réalisée en électrophysiologie est également innovante pour ce type de
modele a trois facteurs. Cela nous a permis de montrer une altération de la
neurotransmission GABAergique, des altérations fonctionnelles de I'’hippocampe
impliquant notamment la régulation par les autorécepteurs GABAB, mais aussi un
dimorphisme sexuel avec une augmentation de la transmission glutamatergique
uniquement chez les femelles 3-hit. En association avec la diminution du volume de
'hippocampe des souris 3-hit observée en imagerie anatomique, [Ialtération
hippocampique de la neurotransmission GABAergique peut étre la base physiologique
des déficits de mémoire de travail et de référence ainsi que les déficits d’'inhibition du
réflexe de sursaut observés chez ces animaux. En effet, ces trois types de déficits
comportementaux ont été associés dans plusieurs études a des altérations
morphologiques et fonctionnelles de I'hippocampe (Bures et al.,, 1997; Glover &
Clinton, 2016; Hauser et al., 2005; Neves et al., 2008; Nguyen et al., 2014; Yonelinas,
2013; Zhang et al.,, 2002). Le lien entre altération de la neurotransmission
GABAergique et déficit au test d’inhibition du sursaut a également été montré chez les
souris MAP6 KO (Fradley et al., 2005). Afin de définir 'impact de la délétion partielle
du géne MAP6 sur ce point, il serait nécessaire de réaliser une étude
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électrophysiologique sur des animaux soumis uniquement a cette délétion partielle du
gene MAPG.

Par ailleurs, certaines limitations concernant nos approches électrophysiologiques
peuvent étre avancées. Les enregistrements effectués dans l'article 2 sont restreints
a la zone CA1 de I'hippocampe, ne permettant de caractériser que partiellement le
« phénotype électrophysiologique hippocampique » des souris 3-hit. D’'un autre coté,
une autre limite est 'utilisation dans nos enregistrements de coupes de 'hippocampe
ventral et dorsal, sans distinction. La localisation des zones que nous avons
enregistrées pourrait donc étre considérée comme trop large puisque des différences
de fonctions entre I’hippocampe dorsal et ventral ont été montrées (Fanselow & Dong,
2010).

Puisque la neurotransmission GABAergique est altérée dans la schizophrénie
(Gonzalez-Burgos et al., 2011; Nakazawa et al., 2012), la diminution du tonus de ce
systéme de neurotransmission observée dans I'article 2 est un point important pour
soutenir une bonne validité d’apparence du modéle 3-hit. La diminution de la densité
de neurones a parvalbumine est un point clef du phénotype schizophrénique, qui est
particulierement intéressant pour la caractérisation des modeles animaux (Schmidt &
Mirnics, 2015). Cependant, nous n’avons pas montré de diminution de la densité de
ces interneurones dans I'hippocampe et le cortex préfrontal du modéle 3-hit. Cet
élément n’a également pas été observé dans le modéle 3-M. Pourtant, des modeles
animaux de schizophrénie a un ou deux facteurs similaires a ceux utilisés dans cette
these (séparation maternelle, administration de THC, délétions génétiques autre que
MAP6) montrent une altération de ces interneurones GABAergiques (Moran et al.,
2016; Steullet et al., 2017). L'utilisation d’autres méthodes d’observation des
interneurones a parvalbumine pourrait étre une solution pour mieux caractériser le
possible impact de notre conditionnement sur ces interneurones. En effet, une étude
sur un modele de schizophrénie a deux facteurs (délétion du gene COMT et
administration chronique de THC a I'adolescence) n’a pas reporté de modification de
la densité des interneurones a parvalbumine que ce soit dans I'hippocampe ou le
cortex préfrontal, mais a démontré une diminution de la taille de ces neurones dans le

cortex préfrontal des animaux (Behan et al., 2012).
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4.2 Validité de construction

La schizophrénie étant une maladie multifactorielle impliquant des susceptibilités
génétiques et des stress environnementaux précoces et tardifs, il est nécessaire
d’utiliser ces connaissances étiologiques pour générer des modéles animaux avec une

validité de construction pertinente.

Evaluer la validité de construction du modele 3-hit permet de répondre a I'objectif de
compréhension de I'implication de chaque facteur dans I'apparition de chaque type de

déficits.
4.2.1 Facteur génétique

Le choix des mutations génétiques pour construire un modéle de schizophrénie est
trés large (Gainetdinov et al., 2001). Nous allons aborder les modifications génétiques
utilisées dans les modeles murins de schizophrénie a trois facteurs. D’abord la délétion
partielle du géne MAP6 utilisée dans les modeles 3-hit et 3-M, la modification
génétique choisie par Sultana et al. : le géne DISC1 (Sultana & Lee, 2020). Ensuite
nous allons aborder I'autre modification génétique utilisée dans cette thése : la délétion

du gene SR.
4.2.1.1 MAP6

La délétion partielle du géne MAPG6 n'’induit pas de phénotype schizophrénique et n’a
pas d’'impact sur le comportement des animaux (voir « supplementary results 1» de
Bouet et al., 2020). Pourtant certaines études ont montré notamment un déficit de
mémoire dans le test de reconnaissance d’objet des souris MAP6 hétérozygotes
(Merenlender-Wagner et al., 2010, 2014). L’absence de la reproductibilité de ce
résultat dans nos études (étude préliminaire et article 5) pourrait étre en partie due a
une sensibilité exacerbée de ces animaux aux conditions d’élevage. Ce point est étayé
par nos difficultés a obtenir des animaux MAP6 KO. En effet, nous avons réalisé
préalablement au protocole de reproduction décrit dans le matériel et méthode, un
autre protocole de reproduction impliguant des croisements entre animaux
hétérozygotes pour le géne MAP6. Nous avons observé une trés forte mortalité des
animaux MAP6 KO dans les portées générées par ce croisement, avec méme aucun

survivant pour ce génotype. De par la possibilité d’obtenir ce génotype dans d’autres
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conditions de laboratoire (Andrieux et al., 2002), cette délétion génétique semble étre

particuliéerement sensible aux modifications des conditions d’élevage.

Nos résultats ont permis de montrer I'intérét de la délétion partielle du géne MAP6
dans un modéle multifactoriel de schizophrénie puisque I'apparition d’'un effet de
synergie est possible (les animaux MAP6+/- étant par exemple plus sensibles aux
traitements pharmacologiques dans le test du PPI). Cette augmentation de la
sensibilité des animaux MAP6+/- a également été associée a une séparation
maternelle (Volle et al.,, 2013). De par I'absence globale d’effet propre de cette
modification génétique et son effet sensibilisateur a d’autres facteurs, la délétion
partielle du géene MAP6 apparait étre un bon candidat pour la construction de modéles
animaux de schizophrénie, car il permet d’apporter une certaine vulnérabilité a des

événements ultérieurs.

4.2.1.2 DISC1

L’autre modéle de schizophrénie a trois facteurs décrit chez la souris utilise une
mutation du gene DISC1 (Sultana & Lee, 2020), un facteur génétique considéré
comme suffisant pour induire un modeéle de schizophrénie seul (Jones et al., 2011),
(Jaaro-Peled, 2009) mais aussi en association avec un autre facteur (Cash-Padgett &
Jaaro-Peled, 2013). La mutation génétique seule induit des déficits, qui sont parfois
amplifiés ou contrebalancés par les autres facteurs (Sultana & Lee, 2020). L’approche
différe donc de la nétre avec les modeles 3-hit et 3-M puisque notre hypothese était
de ne pas observer d’'impact de la modification génétique seule mais uniquement un

effet de synergie.

4.2.1.3 SR

La sérine racémase est une enzyme synthétisant la D-sérine, un co-agoniste du
récepteur NMDA (Wolosker et al., 1999). Les schizophréenes présentent une diminution
de la quantité de sérine racémase et de D-sérine (Bendikov et al., 2007; Hashimoto et
al., 2005; Morita et al., 2007). De plus, une modification du /ocus du géne codant pour
la sérine racémase a été identifié comme augmentant le risque de schizophrénie
(Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomic, 2014). La délétion du géne
de la sérine racémase chez la souris entraine un hypofonctionnement de la

transmission glutamatergique, un phénotype comportemental de type schizophrénique
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(avec une diminution de linhibition du réflexe de sursaut, et des performances
diminuées aux tests de sociabilité et de mémoire), des altérations morphologiques
(diminution de la taille de I'hippocampe) et physiologiques (diminution de la LTP
hippocampique) (Balu et al., 2013; Basu et al., 2009; Labrie et al., 2009). Tout comme
la modification du géne DISC1, cette délétion génétique montre donc des résultats
prometteurs correspondant a un phénotype de type schizophrénique (Balu et al., 2013;
Labrie et al., 2009). Nous avons donc utilisé cette modification génétique dans un
modéle multifactoriel dans le but damplifier ces déficits avec un stress
environnemental précoce induit par une séparation maternelle. Comme présenté sur
le poster, certains déficits cognitifs ont bien été amplifiés par I'ajout de ce second
facteur, avec par exemple I'apparition de déficits de reconnaissance de place chez les
males. Ainsi, ce facteur génétique peut permettre de développer une sensibilité a des
facteurs environnementaux comme la séparation maternelle. Son utilisation dans le

cadre d’un modéle multifactoriel de schizophrénie est une piste prometteuse.

Dans le cadre de la recherche d’un effet de synergie entre les facteurs, il semble plus
approprié d’utiliser des modifications génétiques n’ayant pas ou peu d’effet propre
(comme la délétion partielle du gene MAPG), afin de faciliter I'identification des effets
de synergie. Cependant, [utilisation de facteurs induisant des phénotypes
schizophréniques plus marqués (comme la modification des génes DISC1 ou SR) est
probablement plus appropriée dans le cadre d’'une validation de prédiction ou du

développement de nouvelles cibles pharmacologiques.

4.2.2 Facteur environnemental précoce: la séparation

maternelle

La séparation maternelle est largement utilisée dans le cadre des modeles de
schizophrénie et ceci, seule (Ellenbroek & Riva, 2003; Nishi et al., 2013) ou en
association avec d’autres facteurs (Moran et al., 2016). Deux des trois autres modeles
de schizophrénie a trois facteurs décrits dans la littérature utilisent un protocole de
séparation maternelle chronique (Chen et al.,, 2011; Sultana & Lee, 2020). Ce
protocole de séparation est largement utilisé dans la littérature et consiste en une
séparation de quelques heures par jour, durant un nombre de jours variable entre le
1" et le 21°™e jour post-natal (Nishi et al., 2013). Les études de Chen et al. et de

209



Sultana et al. utilisent respectivement une séparation quotidienne de 3h entre les 3¢me
et 10°™¢ jours pour I'un, une séparation quotidienne de 4h entre les 3™ et 12°™¢ jours
pour l'autre (Chen et al.,, 2011; Sultana & Lee, 2020). Le protocole de séparation
maternelle utilisé durant cette thése est aigu, avec une séparation maternelle de 24h
au 9%™e jour de vie des animaux (Ellenbroek & Riva, 2003). Initialement développé
chez le rat (Ellenbroek et al., 1998; Husum et al., 2002), ce protocole a été adapté a
la souris au laboratoire (Bouet et al., 2011). Cette séparation maternelle aigué induit
des déficits d’inhibition (du réflexe de sursaut, latente, P50) a I'age adulte chez le rat
(Ellenbroek & Riva, 2003) et de légers déficits de sociabilité a 'age adulte chez la
souris (Bouet et al., 2011). Les modalités du protocole de séparation maternelle font
varier les effets comportementaux et physiologiques (Nishi et al., 2013). Par exemple
une hyper-réactivité au stress a été montrée a I'dge adulte aprés un protocole de

séparation maternelle aigué mais pas chronique (Rosenfeld et al., 1992).

Certains symptédmes comme l'anxiété peuvent étre liés a ce facteur. En effet, les
troubles anxieux sont présent chez plus d’'un tiers des schizophrénes (Braga et al.,
2013) et le lien entre les traumatismes durant I'enfance et les troubles anxieux est
avéré (Heim & Nemeroff, 2001). Ainsi, la séparation maternelle pourrait étre a I'origine
de laugmentation de I'anxiété dans les modéles multifactoriels de schizophrénie
puisque seul le modéle n’utilisant pas ce facteur (Kekesi et al. utilisent un isolement
social aprés le sevrage) ne présente pas d’augmentation de l'anxiété (Kekesi et al.,
2015). Les trois autres modéles a trois facteurs (dont notre modeéle 3-hit) utilisant un
protocole de séparation maternelle montrent une augmentation de I'anxiété par rapport
aux témoins (Bouet et al., 2020; Chen et al., 2011; Sultana & Lee, 2020).

Le phénotype anxieux pourrait étre lié aux modifications structurales et fonctionnelles
induites par le stress subi durant la séparation maternelle, avec des modifications de
'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien et des structures limbiques (Cirulli et al.,
2003). Cependant, la complexité des interactions entre facteurs empéche de définir si
'anxiété est due a un unique facteur (comme peuvent le suggérer les résultats de la
publication de Sultana et al. avec une augmentation de I'anxiété chez les animaux
ayant subi la mutation du gene DISC1 qui disparait lorsque d’autres facteurs sont
ajoutés a cette modification génétique (Sultana & Lee, 2020)), ou a un effet de synergie

entre deux ou trois facteurs (comme suggéré par Chen et al. qui montrent une
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augmentation de I'anxiété suite a I'administration de PCP, amplifiée par la séparation

maternelle chronique (Chen et al., 2011)).

Pourtant, ce n’est pas le cas du modele 3-M qui présente plutét une diminution de
'anxiété malgré I'utilisation d’'une séparation maternelle, qui plus est, associée a une
administration de MK801 (qui devrait amplifier 'augmentation de I'anxiété comme
démontré dans l'article de Chen et al., 2011). Une des limites de la comparaison entre
ces différents modéles a trois facteurs est atteinte ici, avec I'utilisation d’espéces
animales différentes (souris ou rat) et de potentiels dimorphismes sexuels qui n’ont

pas encore pu étre mis en évidence.

4.2.3 Facteur pharmacologique tardif

Les modéles 3-hit et 3-M ne différent que par le facteur pharmacologique tardif qui
cible le systéme endocannabinoide dans le premier cas et le systéme glutamatergique
dans le second. La principale différence identifiable entre les phénotypes de ces deux
modeles est I'apparition de symptomes de type positif (augmentation de l'activité
locomotrice) chez le modéle 3-M. Un hypofonctionnement des récepteurs NMDA via
des administrations d’antagonistes de ces récepteurs est un modéle animal de
schizophrénie largement utilisé et présentant notamment des symptomes de type
positif (Lee & Zhou, 2019). A I'inverse, les agonistes des récepteurs cannabinoides de
type 1 (CB1) comme le THC n’induisent pas de symptémes de type positif, méme s’ils
peuvent potentialiser ces symptémes induits par des agonistes dopaminergiques (Di
Marzo, 2008; Fernandez-Espejo et al., 2009). La présence de récepteurs CB1, dont
I'activation induit une hyperpolarisation des terminaisons présynaptiques des
neurones glutamatergiques, pourrait permettre une inhibition de la neurotransmission
glutamatergique lors du traitement chronique par le THC (Fernandez-Espejo et al.,
2009). Malgré cette voie d’action, le modéle 3-hit ne semble pas présenter
d’hypofonctionnement des récepteurs NMDA puisque, comme nous l'avons observé
en électrophysiologie (article 2), I'activation de ces récepteurs est équivalente aux

animaux témoins dans I'hippocampe, voire augmentée chez les femelles 3-hit.

Le facteur environnemental tardif utilisé dans le modele 3-hit, 'administration de THC
durant I'adolescence, a été choisi sur la base de certaines données épidémiologiques
associant la consommation de cannabis a I'adolescence a la schizophrénie. En effet,
la littérature suggere que cette consommation peut augmenter le risque de déclencher
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une schizophrénie (Arseneault et al., 2002; Di Forti et al., 2019; Renard et al., 2014;
Rubino & Parolaro, 2014). De plus, des études précliniques ont montré une altération
des processus cognitifs et émotionnels a 'age adulte apres administration de THC a
'adolescence (Cha et al., 2006; Rubino et al., 2009). Cependant, il existe certaines
différences entre le facteur de risque observé lié a la consommation de cannabis et
'administration de cannabinoides (THC ou autres agonistes CB1) dans les modéles
animaux. En effet, le cannabis contient de nombreuses substances, dont le THC qui
est 'une des molécules les plus psychoactives (Colizzi & Bhattacharyya, 2017). Les
autres molécules présentes dans le cannabis, notamment le cannabidiol (CBD),
semblent pouvoir moduler l'impact de la consommation de cette drogue sur
'augmentation du risque de schizophrénie (Colizzi et al., 2020). De plus, le cannabis
est consommé avec du tabac, qui est une substance dont la consommation est
largement plus élevée chez les schizophrénes que dans la population normale, sans
que cela soit considéré comme un facteur de risque (Volkow, 2009). L’assimilation de
la consommation de cannabis a un facteur de risque de schizophrénie peut également
étre remise en question par les témoignages de patients indiquant utiliser cette drogue
comme automeédication, pour atténuer certains de leur symptomes (Quigley &
MacCabe, 2019; Van Dijk et al., 2012). Le CBD est effectivement étudié pour le

traitement de nombreux troubles, notamment les psychoses (Deiana, 2013).

Ainsi, le lien entre consommation de cannabis et schizophrénie, bien qu’il soit attesté
de nombreuses fagons, ne permet pas d’établir de causalité entre la consommation de

cette drogue et la pathologie.

4.2 .4 Interactions entre facteurs

Un effet de synergie entre les différents facteurs a été montré dans les trois modeles
de schizophrénie présentés dans cette these (le modéle 3-hit : articles 1, 2 et 4 ; le
modele 2-hit présenté dans le poster ; le modele 3-M présenté dans larticle 5). En
effet, les symptdémes observés chez les animaux 2-hit et 3-M ne se limitent pas a
I'addition des symptémes observés chez les animaux n’ayant subi qu’un seul facteur.
L’utilisation de deux facteurs permet déja d’observer un effet de synergie et I'induction
de symptébmes de type schizophrénique (voir poster), cependant lintensité des
symptomes observés chez des animaux ayant subi deux facteurs peut étre encore

amplifiée par I'ajout d’un troisieme facteur (voir article 1). On peut donc suggérer qu’un
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modele a deux facteurs peut correspondre a une pathologie psychiatrique moins
invalidante que la schizophrénie, ou une forme moins sévere de cette maladie, alors

qu’un modéle a trois facteurs correspond a une forme plus sévére.

L’importance de I'interaction des trois facteurs dans le modéle 3-hit peut s’illustrer par
la mesure du volume de I'hippocampe. En effet, la délétion partielle du gene MAP6
n’induit pas de réduction de ce volume (Powell et al., 2007), tout comme I'association
d’'une séparation maternelle et de 'administration chronique de THC (groupe 2-hit de
l'article 1). Ainsi, on peut émettre I'hypothése que c’est bien I'association des trois

facteurs qui induit une réduction du volume de I'hippocampe chez les souris 3-hit.

Les effets de résilience et de vulnérabilité semblent étre régis par des mécanismes
épigénétiques qui different en fonction des interactions que l'individu a eu avec son
environnement. Ainsi, les traumatismes durant I'enfance chez les schizophrénes
modulent les mécanismes épigénétiques et par ce biais instaurent une vulnérabilité
aux autres facteurs de risque (Dudley et al., 2011; Tremolizzo et al., 2002). Ce méme
phénoméne peut étre également envisagé pour les protocoles de séparation

maternelle dans les modéles animaux.

A Tlinverse, une résilience peut apparaitre et s’accroitre avec I'augmentation du
nombre de facteurs. L'utilisation de stratégies cognitives différentes peut masquer des
symptémes, ce qui est cohérent avec I'observation de réseaux neuronaux d’activation
différents de ceux des personnes saines chez des patients schizophrénes
(Niznikiewicz et al., 2003). Des modifications d’activation des réseaux neuronaux ont
été montrés chez les schizophrénes, et dans des modéles de schizophrénie chez le
rongeur apres administration d’antagonistes des récepteurs NMDA (voir pour revue

Krajcovic et al., 2019).

Il est nécessaire de mieux comprendre les mécanismes de vulnérabilité et / ou de
résilience mis en ceuvre dans les interactions entre facteurs dans les modéles animaux
de schizophrénie. Pour cela, une mesure de certains mécanismes épigénétiques
(quantification par chromatographie liquide a haute performance de S-Adenosyl-
Methionine et de S-Adenosyl-Homocysteine (Tremolizzo et al., 2005) ; quantification
par immunohistochimie de l'acétyl-histone H3 (Demeter et al., 2016)) pourrait étre
réalisée sur chacun des huit groupes permettant de disséquer les effets de chacun
des facteurs dans I'étude d’'un modele a trois facteurs.
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4.3 Validité de prédiction

La validité de prédiction renvoie a la capacité des antipsychotiques a améliorer les
symptébmes observés dans les modeles animaux de schizophrénie. De nombreux
antipsychotiques sont disponibles, cependant ils sont encore insatisfaisants et de
nouvelles molécules doivent étre développées. En effet, certains patients (environ
30%) présentent une résistance aux traitements (Lindenmayer, 2000; Sheitman &
Lieberman, 1998). De plus, ces traitements ne prennent pas en charge certains
symptémes (en particulier les symptéomes négatifs et les déficits cognitifs) et ont méme
des effets déléteres sur ces derniers (Bost, 2016; Tandon, 2002).

Chez la souris, pour administrer des antipsychotiques la voie intrapéritonéale est la
plus utilisée car elle est simple et facile a réaliser ; des administrations orales, par voie
intraveineuse, ou encore par voie intra-nasale sont également mises en ceuvre. Ces
différentes voies d'administrations sont caractérisées par des parametres
pharmacocinétiques différents concernant notamment le délai d’atteinte de la
concentration plasmatique maximale, la durée de persistance du médicament dans
I'organisme et la biodisponibilité (définie par la concentration atteignant la circulation
geénérale et la vitesse avec laquelle elle I'atteint). Le choix des délais d’administration

et des doses en fonction des voies utilisées est donc essentiel.

Les modeles animaux ayant pour but une transposition des résultats a des études
cliniques, il faut tenir compte du mode d'administration utilisé chez I'numain. Les
antipsychotiques, et en particulier la lurasidone, sont généralement administrés par
voie orale sous forme de pilules. Il est donc nécessaire pour les modéles animaux de
se rapprocher de cette voie d'administration. Une administration quotidienne per os
est donc la solution qui se rapproche le plus de I'administration chez I'hnumain.

Cependant, un autre facteur doit également étre pris en considération : la réduction
systématique de tout acte invasif en expérimentation animale. L'administration per os,
c'est a dire par gavage, est invasive et nécessite un expérimentateur compétent. Ce
dernier point inclut le fait qu'une erreur de manipulation peut conduire a des lésions
voire au déces de I'animal. Il serait donc plus adapté d'utiliser une voie d'administration
orale mais qui ne nécessite pas de contrainte ni de contention, ce qui n’est pas le cas

du gavage.
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Différents protocoles utilisant la nourriture ou I'eau de boisson pour délivrer des agents
pharmacologiques ont été décrits. L'utilisation de la nourriture comme support d'une
molécule présente certains inconvénients. Par exemple, il est nécessaire de séparer
les animaux au moment d’administrer la dose du médicament pour s'assurer que tous
les individus aient accés a la nourriture. L'administration par I'eau de boisson présente
de plus en plus d’adeptes de par ses avantages éthique (non invasif), et temporel

(I'expérimentateur n'a pas a manipuler individuellement les animaux).

Vérifier la validité de prédiction des modeles animaux de schizophrénie consiste a
administrer des antipsychotiques pour contrebalancer les déficits observés. L’étude
des symptdmes cognitifs dans un modéle de schizophrénie doit donc s’associer a
l'utilisation d’'un antipsychotique pouvant améliorer ces symptdmes. L’antipsychotique
lurasidone a été choisi pour évaluer la validité de prédiction du modéle 3-hit parce qu’il
a démontré des propriétés procognitives mais aussi une efficacité pour contrer les
symptédmes négatifs, notamment dans les modéles de schizophrénie (Horiguchi et al.,
2016; Ishiyama et al., 2007; Rajagopal, Burgdorf, et al., 2016). Pourtant, aucune
amélioration de ce type n’est montrée en clinique en comparaison avec d’autres
antipsychotiques (olanzapine, risperidone, clozapine, ...) (Citrome, 2012; Meltzer et
al., 2011, 2020). L’étude de cet antipsychotique sur des souris témoins a montré une
bonne tolérance comportementale des animaux et I'absence de modification de

I'évolution temporelle de leur poids corporel.

Le mode d’administration choisi, la voie i.p., est largement utilisé dans la littérature
mais ne correspond pas a l'utilisation par les patients d’'un antipsychotique qui est le
plus couramment administré chroniquement par voie orale. Afin de rapprocher les
pratiques précliniques de la réalité clinigue, nous avons mené une étude
pharmacocinétique de la lurasidone suite a 'administration par ces deux voies. Notre
étude indique notamment que le temps moyen de présence dans le plasma (MTT=
« Mean Transit Time ») est inférieur a 2h (pour les 2 voies d’administration) et que la
durée de séjour du principe actif dans le plasma n’excede pas 4h aprés administration
aigué. Comme indiqué plus haut, la connaissance de ces parameétres nous permettra
d’adapter au mieux le protocole d’administration chronique lors d’études ultérieures
chez la souris C57BL/6. Par ailleurs, utiliser la voie orale dans des modalités moins
invasives et plus corrélées a la pharmacocinétique de la lurasidone permettra une

avancée dans I'évaluation de la validité de prédiction des modéles animaux avec ces
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nouveaux antipsychotiques de 3°™e génération, et un nouveau pas vers I'optimisation
du bien-étre animal. L’administration d’antipsychotiques par I‘'eau de boisson présente
plusieurs avantages. Nos expériences ont montré qu'une administration chronique
quotidienne (avec une seule administration par jour) ne permettait pas d’obtenir un
plateau de la concentration plasmatique de lurasidone. L’administration par I'eau de
boisson pourrait permettre une administration réguliére au cours de la phase d’activité
des animaux et I'obtention plus aisée a plus long terme (administration pour des durées
supérieures a 3 semaines) d’'un plateau d’équilibre des concentrations résiduelles.
Cela se rapproche davantage de l'utilisation de ces molécules en clinique puisqu’on
recherche un effet de plateau des concentrations plasmatiques. Grace aux résultats
de notre étude de pharmacocinétique qui permet de calculer la concentration
nécessaire dans I'eau de boisson, un protocole d’administration par I'eau de boisson
est envisageable, sachant par ailleurs qu'une souris C57BL/6 boit en moyenne 3,5ml
par jour. Point important, nous avons également montré que la lurasidone est stable
dans I'eau durant plusieurs jours. L’administration par I'eau de boisson a donc un
avantage expérimental, mais également un avantage de limiter la demande en
ressources humaines puisque sa stabilité dans 'eau ne demande qu’une manipulation
tous les 3 ou 4 jours alors que les autres protocoles d’administration (i.p., per 0s)
nécessitent une manipulation quotidienne et invasive de I'animal. Ce dernier point a
son importance puisque la limite de douleur établie qui nécessite d’avoir une
autorisation de projet pour exercer une expérience correspond a l'introduction d’'une
aiguille par un expérimentateur compétent. Les protocoles habituels atteignent donc
déja cette limite alors que I'administration par I'eau de boisson ne demande aucun acte
invasif et donc pas nécessairement d’autorisation de projet si d’autres
expérimentations ne sont pas réalisées sur ces mémes animaux. Ce qui renvoie au
dernier avantage de ce protocole, qui a donc des intéréts expérimentaux, de

ressources humaines, et d’éthique en matiére d’expérimentation animale.

Le choix de I'antipsychotique utilisé pour la validation de prédiction est complexe et
restera imparfait du fait de 'absence de traitement efficace pour les symptomes
négatifs et les déficits cognitifs de la schizophrénie. L’utilisation en association de
plusieurs molécules, une par catégorie de symptdéme, pourrait étre intéressante.

Cependant, en dehors des antipsychotiques, il n’existe pas non plus aujourd’hui de
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molécules réellement efficaces pour traiter sélectivement les déficits sociaux ou

cognitifs.

4.4 Qu’est-ce qu’un bon modéle de schizophrénie ?

4.4.1 Des constructions de plus en plus complexes pour des

résultats de plus en plus prometteurs ?

L’un des principaux objectifs de la mise au point et de I'utilisation de modéles animaux
de schizophrénie est le développement de nouveaux traitements plus efficaces. On
peut donc se demander : Est-ce que construire des modéles animaux multifactoriels
avec une validité de construction forte pourra permettre d’améliorer les traitements de
la schizophrénie, en permettant notamment de soigner les symptémes négatifs et les
troubles cognitifs ?

La large gamme de modéles animaux mono factoriels de schizophrénie développées
depuis les années 1970 n’a pas eu d’'impact fort sur le développement de nouveaux
traitements de la schizophrénie bien qu’ils aient permis d’identifier les effets
secondaires des antipsychotiques (Kilts, 2001). Les limites des possibilités de
développement de cibles thérapeutiques semblent atteintes avec ces modeles mono
factoriels. Le rythme de mise sur le marché de nouveaux antipsychotiques diminue (la
lurasidone est approuvée par la FDA en 2014 (Jaeschke et al., 2016), la lumatépérone
en 2020 (Greenwood et al., 2020)) alors que la seconde génération avait fait apparaitre
autour des années 1990 tout un groupe d’antipsychotiques (ex : rispéridone,
quétiapine, olanzapine, ziprasidone). Ce qui était également le cas dans les années
1950 avec les antipsychotiques de premiére génération (chlorpromazine,
fluphénazine, thioridazine) (Tandon, 2002). La troisieme génération d’antipsychotique
est d’ores et déja née mais elle n’a pas atteint son pic d’expansion auquel on peut
s’attendre en observant la cinétique d’apparition des antipsychotiques de premiere et
de seconde génération.

Cette troisieme génération a pour but d’améliorer les symptéomes négatifs et les déficits
cognitifs. Les quelques antipsychotiques de troisieme génération existants montrent
déja certaines de ces capacités. La lurasidone permettrait de contrebalancer les
déficits cognitifs (Jaeschke et al., 2016; Rajagopal, Massey, et al., 2016). Cependant,
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bien que certaines études cliniques semblent également montrer un effet pro cognitif
(Harvey et al., 2015), cette information est issue surtout des études précliniques. Dans
le cas de la lumatépérone, l'intensité et la fréquence de ses effets indésirables sont
réduits par rapport a celles des antipsychotiques de premiére et de seconde
génération. Mais son efficacité sur les symptémes de type négatif n’a pas été montrée
(Greenwood et al., 2020).

Les modéles animaux multifactoriels ne sont pas couramment utilisés pour le
développement de cibles thérapeutiques. Les études sur ces modeéles se centrent en
effet plut6t sur la caractérisation du phénotype des modéles et la compréhension des
mécanismes qui sous-tendent les déficits (Moran et al., 2016). Ces modeles
multifactoriels modélisent les troubles mal ou non pris en charge par les
antipsychotiques actuels. lls seront donc potentiellement a I'origine d’'une quatriéme
génération d’antipsychotiques qui pourra traiter les symptédmes négatifs et les déficits

cognitifs.

Afin de promouvoir une bonne validité de construction d’'un modéle de schizophrénie,
I'utilisation de plusieurs facteurs apparait donc essentielle. Cependant, le cumul de
facteurs a un effet d’augmentation de la variabilité interindividuelle mais également
inter-cohorte, probablement par 'activation de mécanismes épigénétiques (Dudley et
al., 2011; Tremolizzo et al., 2002). Cette variabilité pose probleme pour l'interprétation
des résultats et pour déterminer des éléments du phénotype du modele. En effet, une
variabilité inter-cohorte pose la question de la valeur des résultats obtenus avec
chaque cohorte. Une variabilité interindividuelle réduit la puissance des résultats
statistiques et empéche de voir apparaitre des effets généraux. Les modeles de
schizophrénie sont utiles pour tester de nouvelles stratégies thérapeutiques, mais une
variabilité trop importante peut cacher d’éventuels effets bénéfiques, ou délétéres, des

traitements testes.
4.4.2 Et si on cultivait la variabilité ?
La modélisation d’'une pathologie qui présente une si grande diversité de symptomes

selon les patients, avec des intensités différentes telle que la schizophrénie, est

complexe.
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La construction et I'évaluation des différents types de validité d’'un modéle multifactoriel
de schizophrénie présente certaines difficultés qu’il est nécessaire de surmonter afin
d’améliorer la recherche et la mise au point de nouveaux traitements. L’'une de ces
difficultés réside dans les variabilités interindividuelle et inter-cohorte comme nous
avons pu 'observer dans nos modéles multifactoriels de schizophrénie. Variabilités qui
rendent problématiques leurs utilisations pour tester de nouvelles stratégies
thérapeutiques. Cependant, cette variabilité est cohérente avec la variabilité des
symptdémes observés chez les schizophrénes. Le débat sur l'utilisation du terme
« schizophrénie » au singulier ou au pluriel est toujours d’actualité et est né en méme
temps que la caractérisation de cette maladie (Bleuler, 1911; Dollfus, 2019; Harding,
1988).

Un modéle animal doit tendre vers un isomorphisme avec la pathologie étudiée pour
avoir une bonne validité d’apparence. Au regard de la variabilité interindividuelle des
symptomes de la schizophrénie, les modeles animaux devraient donc refléter cette
variabilité.

Cependant, a tous les stades d’utilisation des modéles animaux, de leur construction
a leur évaluation, tout est fait pour réduire la variabilité interindividuelle et inter-cohorte.
Les animaux utilisés dans ces modeles sont généralement des rongeurs, souvent
uniquement des males pour supprimer une variabilité dd au dimorphisme sexuel
(Moran et al., 2016). De plus, parmi les rongeurs utilisés, certaines souches sont
consanguines afin de diminuer la variabilité génétique et donc comportementale (ex :
souris C57BL/6). D’autre part, les conditions d’hébergement des animaux sont
faiblement enrichies par crainte d’augmenter la variabilité interindividuelle par
laugmentation des possibilités d’interaction avec I'environnement et les autres
congéneres (Akhund-Zade et al., 2019), ce qui n’est pas forcément le cas (Bailoo et
al., 2018). En plus de l'utilisation du minimum d’enrichissement pour I'hébergement
des animaux, les animaleries sont également standardisées avec des cycles lumineux,
une température et un taux d’humidité constants durant toute I'année. La manipulation
des animaux par les expérimentateurs est également standardisée, tout comme les
salles d’expérimentation. Les modéles animaux sont donc développés dans des
conditions trés standardisées.

Concernant les méthodes de caractérisation, notamment comportementale, du

phénotype des modeles animaux, elles ne permettent pas systématiquement de
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refléter toute la variabilité interindividuelle. Des analyses plus éthologiques du
comportement (généralement réduit a des variables largement utilisés comme, par
exemple, la distance parcourue et le temps passé dans le centre du dispositif de I'open
field (Prut & Belzung, 2003; Sestakova et al., 2013; Sun et al., 2017; Woloszynowska-
Fraser et al., 2017)) peuvent par exemple permettre de différencier les effets de
molécules qui auraient induit un profil similaire sur les variables classiques (Choleris
et al., 2001).

L’utilisation de tests prenant en compte un contexte plus éthologique peut permettre
également d’observer des modifications plus fines des comportements sociaux (Peters
et al., 2015). Cependant, ces tests nécessitent des observations sur le plus long terme
et les études les mettant en ceuvre sont donc trés chronophages. Des dispositifs
automatisés permettent des observations sur des plages temporelles plus importantes,
en s’abstrayant de la variabilité inter expérimentateurs (Peleh et al., 2019). De tels
dispositifs peuvent également permettre d’étudier les vocalisations des animaux
(Caruso et al., 2020; Coffey et al., 2019), élément important de leur comportement
social (Peters et al., 2015), qui peut également étre une mesure d’anxiété (Harro,
2018).

La diversification des comportements mesurés peut donc permettre de faire apparaitre
des différences plus fines dans le comportement des animaux, ce qui peut étre utile
dans un modeéle de schizophrénie, et plus particulierement pour distinguer I'apport de

chaque facteur dans un modeéle multifactoriel.

Des batteries de tests comportementaux sont utilisées pour évaluer les modéles de
schizophrénie a trois facteurs (Chen et al., 2011; Kekesi et al., 2015; Sultana & Lee,
2020). Chaque test est analysé statistiguement indépendamment des autres sans que
ces résultats fassent I'objet d’'une correction pour comparaisons multiples. Cela peut
empécher d’observer l'effet global d’'un conditionnement, d’autant plus lorsque ce
conditionnement est complexe comme pour les modéles de schizophrénie a trois
facteurs. La transformation des données en scores z (en centrant-réduisant les
données pour obtenir une moyenne de 0 et un écart type de 1) apporte une réponse
en centralisant les résultats autour d’'une unique variable plutét qu'observer des
résultats ponctuels, dans des gammes de valeurs trés différentes, issus de plusieurs
tests. Cependant, dans le cadre de modéles de schizophrénie, un seul score z n’est
pas suffisant au regard des trois grandes catégories de symptdmes ou déficits
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recherchés. |l serait donc intéressant de réaliser 3 scores, pour les symptomes de type
positif, négatif et pour les déficits cognitifs. L'utilisation de scores réduisant les données
comportementales a un unique index a été realisée par Kekesi et al. dans I'analyse
d’'un modéle de schizophrénie a trois facteurs. Les auteurs de ce travail ont distingué
les symptdmes de type positif, négatif et les autres symptémes, avant de les regrouper
dans une variable globale intitulée « schizophrenia score ». La méthode utilisée différe
des scores z puisqu’il s’agit d’une transformation des variables continues en variables
catégorielles (Kekesi et al., 2015). Ces «scores de schizophrénie » sont
essentiellement utilisés pour obtenir une représentation graphique claire, mais
n’apportent pas de réelle information nouvelle et ne sont pas discutés dans cette étude.
Une analyse en composantes principales (ACP) peut étre réalisée sur des données
normalisées mais non compilées. Ce type d’analyse permet de décrire et de visualiser
un jeu de données complexe. Les informations sont « débruitées » pour faire
apparaitre les principaux axes qui décrivent le mieux la variabilité des données. Une
autre méthode pour analyser des données issues d’une batterie de tests est aussi
disponible : 'analyse de variances multivariece MANOVA. Cette méthode est un outil
intéressant pour I'analyse de données issues de batteries de tests comportementaux
évaluant des modeles animaux de pathologies neuropsychiatriques qui peut améliorer
la validité, la prévisibilité, et la reproductibilité des résultats (Stukalin & Einat, 2019).

La prise en compte de la variabilité interindividuelle peut aussi se faire en conservant
l'utilisation de tests statistiques classiques qui comparent des moyennes ou des
médianes, mais en augmentant la taille des cohortes. En effet, 'hétérogénéité du
nombre d’animaux par groupe a été une limite pour I'évaluation des modeles 3-hit et
3-M dans nos expériences, avec un nombre d’animaux restreint dans certains groupes
(usqu’a 6 animaux seulement pour le groupe 3-hit dont les résultats en
électrophysiologie sont présentés dans I'article 2). Cependant, obtenir des effectifs
constants d’environ 12 animaux par groupe n’est pas aisé avec un modeéle a trois
facteurs. Pour comprendre les mécanismes impliqués par chaque facteur, et leur
potentiel de synergie les uns avec les autres, il est intéressant d’évaluer dans un méme
temps des animaux ayant subi uniquement un facteur, en addition d’animaux ayant
subi toutes les combinaisons possibles de 2 facteurs, et ceux ayant subi les 3 facteurs.
Cela revient a évaluer 8 groupes d’animaux. Des différences en fonction du sexe ont

été révélées a plusieurs reprises dans les modéles animaux de schizophrénie, il est
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donc nécessaire d’obtenir ces 8 groupes avec des animaux males et des animaux
femelles ce qui amene a 16 groupes. De plus, une évaluation pharmacologique du
modele peut étre faite pour évaluer sa validité de prédiction et ses capacités a servir a
I'évaluation de nouveaux traitements. |l faudra donc utiliser un, potentiellement deux,
traitements différents, par exemple un antipsychotique de derniere génération, en
comparaison avec un antipsychotique de premiere génération, ce qui améne a 48
groupes (si I'on utilise qu'une seule dose). Afin de réaliser une étude construite de
cette fagcon, en envisageant un effectif de 12 animaux par groupe, 576 animaux
seraient donc nécessaires. Il faut ajouter a cela que nos expériences ont montré que,
du fait du décalage temporel entre la connaissance du génotype des individus et le
protocole de séparation maternelle, il est difficile de prévoir avec précision combien
d’animaux seront obtenus par groupe. Une marge de manceuvre importante doit étre
mise en place. En effet, 90 femelles gestantes, méme si elles permettent d’obtenir
théoriguement 580 individus (avec une moyenne de 6,53 souriceaux par portée pour
les C57BL/6j selon Janvier Labs) ne garantissent pas les 48 groupes d’animaux
d’effectifs suffisants dans le contexte d’'un modéle 3-hit. La méthode de reproduction
des animaux dans le cadre de la construction des modeéles 3-hit et 3-M (femelles
C57BL/6 WT x males MAP6+/-) méne a 2 génotypes différents (WT et MAP6+/-) qui
doivent étre déterminés afin d’attribuer un groupe a chaque individu. Cependant, la
détermination du génotype ne peut étre réalisée qu’au moment du sevrage (21 jours),
et donc aprés le protocole de séparation maternelle (réalisé au 9™ jour). Ce décalage
temporel entraine une diminution des possibilités d’anticipation des effectifs
constituant chaque groupe expérimental. L'utilisation de croisements engendrant un
génotype unique est une solution qui a été envisagée, cependant cela nécessite
I'utilisation de males MAP6 KO (l'utilisation de femelles WT étant nécessaire pour
éliminer un biais de modification du comportement maternel induit par une délétion du
gene MAP6 (Andrieux et al., 2002)). Ces animaux ne sont viables que dans des
conditions d’hébergement spécifiques qui n'ont pas pu étre reproduites au laboratoire,

contraignant le protocole de reproduction des animaux.

Le nombre d’animaux par groupe ne peut donc étre défini qu’aprés le génotypage des
animaux, qui révele souvent des déséquilibres en fonction des animaux qui ont subi la
séparation maternelle ou non. De plus, une cohorte de cette ampleur, avec donc prés

de 600 animaux, ne permet pas d’envisager des administrations quotidiennes d’agents
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pharmacologiques pour chaque individu, a fortiori si le biais expérimentateur veut étre
evité. Afin de réaliser des études de cette ampleur qui permettraient une grande
avancée dans la comprehension des mécanismes de la pathologie, d’autres méthodes
d’administration doivent étre développées. En effet, la construction du modéle 3-M et
a fortiori du modéle 3-hit est complexe et a mené a des effectifs faibles et variables
dans les travaux présentés ici. Il est donc compliqué de réaliser une caractérisation
compléte des modéles 3-hit et 3-M de par les difficultés organisationnelles.

Le géne MAPG6 présente de grands avantages dans la construction d’'un modéle de
schizophrénie et sa délétion partielle permet d’entrainer une susceptibilité aux facteurs
environnementaux qui est cohérente avec les connaissances étiologiques de la
schizophrénie (Choi et al., 2009; Deloulme et al., 2015; Marchisella et al., 2016;
Schloss & Lau, 2012; Shimizu et al., 2006; Volle et al., 2013). Cependant, modéliser
cette pathologie chez I'animal dans l'objectif de développer des traitements plus
efficaces, nécessite un modele reproductible et peu couteux (en temps et en nombre
d’animaux) permettant de « screener » et tester des molécules candidates. Ainsi, la
délétion partielle du géne MAP6 mene a des contraintes pouvant altérer ou ralentir un
processus d’évaluation de la validité de prédiction. Ce facteur génétique a donc de
grands avantages dans I'étude de la compréhension des mécanismes qui sous-
tendent la schizophrénie, mais son utilisation pour évaluer les capacités

antipsychotiques de candidats médicaments ne semble pas pleinement appropriée.

Le modéle 2-hit (SR KO et séparation maternelle décrit dans le poster) permettra de
simplifier cette étape puisque les animaux SR KO sont issus du croisement de deux
génotypes identiques, il sera donc possible de réaliser de fagon plus aisée une

caractérisation complete du modeéle.

Un manque de reproductibilité inter-cohortes a été observé dans certains tests. Par
exemple, le déficit de mémoire de travail des animaux 3-hit décrit dans I'article 1 n’a
pas été reproduit chez les animaux males dans une autre cohorte bien qu’il soit
observé chez les femelles (données non publiées). L’absence de reproductibilité peut
étre le gage de qualité d’'un modele de schizophrénie au regard de la variabilité des
phénotypes observés chez les patients, cependant ce n’est pas le gage d’'une bonne
commodité d'utilisation d’'un modéle pouvant permettre de mesurer le potentiel de

nouvelles molécules.
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Ainsi, les variabilités observées dans les modeles multifactoriels de schizophrénie ont
leur intérét et peuvent étre cultivées et prises en compte avec des analyses statistiques
particulieres. Les effectifs conditionnent cette variabilité et leur augmentation est
importante dans ce type de modéle.

4.4.3 Est-ce que les symptdomes psychiatriques peuvent étre

réellement modélisés chez le rongeur ?

4.4.3.1 Oui : avec certains dispositifs

Certains symptdmes observés chez les schizophrenes sont particulierement difficiles
a modéliser chez I'animal. C’est le cas des hallucinations et pensées délirantes qui
sont traduites chez I'animal en symptémes de type positif évalués par 'augmentation
de l'activité locomotrice et les stéréotypies (Jones et al., 2011). D’autres symptdmes
caractéristiques de la schizophrénie ont un caractére plus translationnel comme le
déficit d’inhibition du réflexe de sursaut qui peut étre mesuré globalement de la méme
maniére chez 'homme et dans les modéles animaux de schizophrénie. De plus, ce
test présente un haut niveau d’automatisation ce qui limite fortement le biais inter
expérimentateurs. Le test est réalisé dans des conditions d’isolement permettant de
limiter 'impact des biais environnementaux sur les résultats. Cependant ce test reste
stressant pour I'animal qui est soumis a un niveau sonore important (65dB de bruit de
fond) durant une période relativement longue (environ de 20 a 40min) et dans un
espace restreint (Valsamis & Schmid, 2011).

L’évaluation des déficits cognitifs peut également étre considérée comme ayant une
forte valeur translationnelle avec l'utilisation de dispositifs comprenant les écrans
tactiles (« touchscreen ») utilisant des paradigmes relativement proches dans les
modéeles animaux et chez ’lhomme. De nombreuses fonctions cognitives peuvent étre
évaluées avec un unique appareil permettant des mesures fiables et reproductives de
diverses capacités cognitives (apprentissage, mémoire, discrimination visuelle)
(Horner et al., 2013). Le dispositif du « touchscreen » présente ces avantages, mais il
ne permet pas de conserver un contexte écologique de test. En effet, méme si une
phase d’habituation est respectée, les animaux sont placés dans un environnement
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stressant et les protocoles de tests nécessitent de soumettre les animaux a une

restriction alimentaire (Horner et al., 2013).

4.4.3.2 Les limites du modeéle souris

La souris C57BL/6 présente l'avantage de pouvoir réaliser des modifications
génétiques et sa consanguinité est source de diminution de la variabilité
interindividuelle. Pourtant, les capacités de ces souris a obtenir des performances
« normales » lors de tests comportementaux largement utilisés dans la communauté
n'a pu étre reproduit a plusieurs reprises dans nos expériences. Cela a mené a un
manque de reproductibilité pour certains tests et bien que les conditions
environnementales soient trés standardisées au laboratoire, nous ne savons pas
quelle est l'origine de ces résultats non reproductibles. Dans mes expériences, les
différentes manipulations subies par les animaux témoins pourraient avoir des effets
et permettre de comprendre ces phénomeénes. Concernant le facteur génétique, nous
avons veillé a [l'utilisation de méres C57BL/6 WT (et non de souris ayant une
modification du géne d’intérét puisque les animaux dont le géne MAP6 a été modifié
présentent des altérations de leur comportement maternel (Andrieux et al., 2002))
n’induit pas de stress particulier par un comportement maternel altéré. Cependant, les
portées étaient constituées dans nos expériences d’animaux WT et MAPG+/- et le fait
de permettre a des animaux de génotypes différents de se cdtoyer pourrait avoir un
impact sur les animaux témoins des portées. Le protocole contréle de séparation
maternelle (de 20s seulement), bien que les souriceaux ne soient pas manipulés,
pourrait tout de méme avoir un impact sur les animaux qui sont dérangés a un stade
trés précoce de leur vie. La procédure controle de I'administration de THC est
certainement la plus impactante, avec des administrations quotidiennes de sérum
physiologique par voie intrapéritonéale. Il serait intéressant de connaitre I'effet de
chacune de ces procédures contr6le sur les animaux, ce qui pourrait éventuellement
donner des indications sur les déficits inattendus des individus témoins que nous

avons dans certains tests comportementaux.

Le choix de la souris peut également étre discuté dans ce type de modeéle qui nécessite
I'étude de processus cognitifs complexes. En effet, les capacités des rats dans certains
tests cognitifs (notamment ceux impliquant des reperes spatiaux ou un environnement

aquatique) sont supérieures a celles des souris, ce qui pourrait permettre de déceler
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des altérations plus fines chez des rats (Cressant et al., 2007; Whishaw & Tomie,
1996) en mettant en ceuvre des paradigmes comportementaux plus complexes que

chez la souiris.

4.4.3.3 Les limites des modéles rongeurs

Le fonctionnement du cerveau des rongeurs est trés semblable a celui des humains,
et cela vaut aussi pour les mécanismes sous-tendant la mémoire (Clark & Squirea,
2013). L'utilisation des rongeurs pour modéliser des pathologies humaines a donc un
intérét indiscutable. Cependant, les tests comportementaux permettant d’évaluer de
nombreuses fonctions sont construits sur une base anthropomorphique. La vision est
une modalité sensorielle trés largement utilisée dans les tests comportementaux, pour
évaluer par exemple, les fonctions cognitives (avec le test de reconnaissance d’objet,
la piscine de Morris, ou le dispositif du « touchscreen »). Pour améliorer le caractere
translationnel entre les mesures comportementales réalisées chez les rongeurs et
celles réalisées chez les humains, il pourrait étre intéressant d’utiliser les modalités
sensorielles propres a chaque espece. Le développement de tests pour les rongeurs
utilisant la fonction olfactive est une étape vers une prise en compte plus importante

de la valeur translationnelle des tests a mettre en ceuvre.

Ainsi, malgré des interrogations sur l'interprétation des comportements exprimés dans
certains tests, il n’en reste pas moins que de nombreuses fonctions impliquées dans
les troubles psychiatriques peuvent étre évaluées chez 'humain comme chez le

rongeur (Homberg, 2013).

Une limitation incompressible des modéles animaux utilisant les rongeurs est leur
condition d’élevage et de reproduction. En effet, le colt d’hébergement de nombreux
rongeurs est important en comparaison a d’autres espéces comme le poisson. De plus,
dans le cas de la schizophrénie de larges études sont nécessaires, que ce soit pour
identifier les nombreux génes impliqués dans 'apparition de certains symptémes, ou
pour tester les nombreuses molécules potentiellement intéressantes dans
I'amélioration des symptémes. Dans ces deux cas, bien que I'évaluation des aspects
comportementaux deviennent plus rudimentaires, I'utilisation du zebrafish a un intérét

non négligeable (Campbell & Granato, 2020; Fontana et al., 2018).
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4.5 Les 3R et le modele 3-hit

Dans le cadre de cette thése, des administrations intrapéritonéales étaient utilisées.
Cependant ce type d’administration présente I'inconvénient d’étre un acte invasif, tout
comme les administrations orales par gavage. Les difficultés inhérentes au mode
d’administration ménent a l'utilisation de nouvelles méthodes d’administration moins
invasives qui pourraient apporter une réelle contribution a ce type d’études
préecliniques. En effet, une diminution des actes invasifs et des manipulations par un
expérimentateur, ou plusieurs, permet une diminution de la douleur et du stress et
consiste donc en un raffinement du procédé d’administration. Cela est d’autant plus
vrai avec les administrations d’antipsychotiques dans le cadre de la validité de
prédiction d’'un modéle. Ces médicaments étant pris oralement de maniére chronique
et sur du long terme par les patients, les études précliniques doivent tendre vers un
protocole similaire. L’administration chronique, par injection intrapéritonéale ou gavage
est également une source de stress et de douleur chez I'animal. La recherche
systématique chez I'animal de certains parametres pharmacocinétiques (voir article 6)
des antipsychotiques testés et leur prise en compte, préalablement a toute analyse
comportementale, constitue une étape vers le raffinement des techniques
d’administration de ces antipsychotiques. Dans le contexte des modéles de
schizophrénie étudiés dans cette thése, le nombre d’individus utilisés dans une
cohorte expérimentale n’est pas réductible. Nos expérimentations ont montré qu’il était
nécessaire d’augmenter le nombre d’animaux utilisés par cohorte. Paradoxalement,
cela pourrait réduire a long terme le nombre d’animaux utilisés. En effet, utiliser des
cohortes plus importantes permettrait une caractérisation plus complete et plus fiable
du modele. Ainsi, une seule cohorte serait nécessaire pour obtenir des résultats
puissants et la répétition des mémes expériences n’aurait plus de nécessité. A terme,
cela conduirait a Il'utilisation de moins de cohortes expérimentales. Concernant la
possibilité d’'un remplacement, ce n’est pas d’actualité que ce soit pour l'utilisation de
modeles in vitro ou in silico. Des modeles informatiques pourraient avoir un grand
intérét dans la compréhension de la schizophrénie. Cependant ils nécessitent une
importante base de données initiale que les modéles animaux in vivo ne sont pas

encore a méme de fournir.
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4.6 Perspectives

Ce travail de these amene a un certain nombre de perspectives pour améliorer la
compréhension des mécanismes impliqués dans la schizophrénie et ses traitements.
Tout d’abord, il est évident que I'utilisation de modéles animaux multifactoriels est plus
que nécessaire. Les études caractérisant ces modéles doivent étre les plus complétes
possibles en tenant compte des interactions entre les facteurs utilisés et d’éventuels
dimorphismes sexuels. La caractérisation du phénotype de ces modéles doit
également étre la plus compléte possible, en associant une caractérisation
comportementale et I'observation de mécanismes aux niveaux systémique, cellulaire
et moléculaire. L’'observation des mécanismes épigénétiques peut également étre un

nouvel outil important dans I'évaluation de ces modéles.

La latéralité sensorielle et motrice est un reflet de la latéralisation des hémisphéres
cérébraux. Dans la schizophrénie, on observe des modifications de cette latéralisation
cérébrale (avec des anomalies d’asymétrie observée normalement chez les individus
sains, proportion plus importante d’individus gauchers que dans la population normale,
etc.) (Sommer et al., 2001). L'étude de la latéralité olfactive des rongeurs n’est
actuellement pas utilisée dans I'évaluation d’apparence des modéles animaux de
schizophrénie. Ce paramétre pourrait représenter un nouveau marqueur du phénotype
schizophrénique et potentiellement étre un outil d’observation précoce des troubles

des patients.

Dans le cadre de I'étude de la schizophrénie, I'intérét d’étudier les vocalisations est
conforté d’'un point de vue translationnel par I'existence des troubles liés au langage
présents dans cette pathologie (de Boer et al., 2020; DeLisi, 2001). Les rongeurs
utilisent les vocalisations pour une communication intra espece, elles refletent donc
leur sociabilité (Simola & Granon, 2019; Wéhr & Schwarting, 2013), tout comme les
humains utilisent le langage pour ce méme type de communication. La compréhension
de ces vocalisations est encore parcellaire bien que des différences de fréquences
d’émission des ultrasons sont observées en fonction du contexte aversif ou positif
(Simola & Granon, 2019). L'utilisation de la mesure des vocalisations comme indice
de sociabilité peut étre un élément intéressant de la caractérisation des symptémes
de type négatif dans un modéle de schizophrénie, si ces vocalisations sont mesurées
dans un contexte permettant une communication interindividuelle. Deux des autres
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études évaluant des modeles de schizophrénie a trois facteurs utilisent la mesure des
vocalisations, mais dans des contextes ne permettant pas d’interaction sociale (durant
la séparation maternelle (Chen et al., 2011) ou durant le test de suspension par la
queue (Sultana & Lee, 2020)). Les variations de vocalisations sont interprétées
difféeremment en fonction du contexte, une diminution des vocalisations durant le test
de suspension par la queue est considéré comme un indice de dépression (Sultana &
Lee, 2020), une augmentation des vocalisations des souriceaux durant la séparation
maternelle est considéré comme un indice d’anxiété (Chen et al., 2011). Il serait
intéressant d’adapter ces mesures des vocalisations dans des contextes sociaux, par

exemple durant des tests de sociabilité.

Par ailleurs, une relation a été montrée entre déficits de langage et atteintes de la
matieére banche, comprenant une altération des fibres du corps calleux chez les
schizophrénes (de Boer et al., 2020; Tréhout et al., 2017). Une autre étude d’'imagerie
de diffusion a également associé une altération des fibres du corps calleux avec les
difficultés sociales (Koshiyama et al., 2018). De plus, les troubles de langage semblent
corrélés a la sévérité des symptdmes négatifs chez les schizophrenes (de Boer et al.,
2020).

De maniere intéressante, des études précliniques ont montré une altération de la
matiére blanche chez des animaux présentant des déficits de vocalisation (Ellegood
et al., 2013), notamment une altération du corps calleux, 'une des structures
impactées dans la schizophrénie (Han et al., 2019). Ainsi, la mesure des vocalisations
des rongeurs pourrait étre un élément important du phénotype des modéles de
schizophrénie (Kircher et al., 2019), particulierement pour les symptdmes de type
négatif. Ce type de déficit pourrait étre corrélé a des altérations de la matiére blanche
et notamment du corps calleux. Certaines études décrivant des modeéles a trois
facteurs utilisent des mesures de vocalisation, cependant le contexte choisi ne permet
pas d’évaluer la sociabilité des animaux. Il serait donc intéressant de réaliser des
mesures des vocalisations lors des tests sociaux, en association avec une étude en
imagerie de diffusion pour détecter d’éventuelles altérations des fibres du corps

calleux.

Enfin, concernant [limplication des systémes de neurotransmission dans la
pathophysiologie de la schizophrénie, plusieurs systéemes de neuromédiateurs sont
actuellement étudiés et notamment les systémes dopaminergique, glutamatergique, et
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GABAergique. Concernant ce dernier, une diminution de I'expression des récepteurs
GABAB a été montrée dans plusieurs régions cérébrales dont I'hippocampe chez les
schizophrenes (Ishikawa et al., 2005; Mizukami et al., 2000, 2002). Pour renforcer
'hypothése d’une altération des récepteurs GABAB portée par larticle 2, il serait
intéressant de réaliser une analyse permettant de quantifier la densité de ce type de

récepteur dans I'hippocampe des souris 3-hit.
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5. Conclusion

232



233



Ce travail de these apporte une caractérisation large du phénotype d’'un modéle
innovant de schizophrénie (modele 3-hit). L’étude de la schizophrénie via les modeles
animaux est actuellement en train d’évoluer vers des modeéles de plus en plus
complexes. Bien que I'utilisation de trois facteurs soit encore tres rare, certainement
du fait non seulement de la lourdeur des expérimentations, mais surtout de la
complexité de l'interprétation des résultats lorsque tous les facteurs sont pris en
compte. Ces nouveaux modeles représentent un réel espoir pour les recherches
autour de cette maladie et de ses traitements.

Le modéle 3-hit représente également une nouvelle base de recherche pour
I'évaluation de nouvelles molécules d’intérét thérapeutique. La complexité de son
développement ne permet pas de I'utiliser pour le « screening » large de potentielles
molécules intéressantes a un stade précoce, mais il pourrait étre utile pour une étape

finale de la caractérisation de leur efficacité.
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Validation d'un modéle murin de schizophrénie pour améliorer la recherche de nouveaux traitements.
Approche psychopharmacologique, en imagerie et en électrophysiologie.

Résumé :

La schizophrénie est une maladie psychiatrique trés invalidante qui concerne pres de 1% de la population. Bien
que son étiologie soit toujours inconnue, elle est certainement multifactorielle et comprend une interaction entre
prédisposition génétique et facteurs environnementaux. Il existe des traitements médicamenteux mais ils ne sont
pas totalement efficaces, particulierement pour la prise en charge des symptdmes négatifs et des déficits cognitifs.
Le développement de nouveaux traitements plus efficaces passe par ’amélioration des modéles animaux prenant
en compte le caractére multifactoriel de 1’étiologie de cette pathologie.

Nous avons développé un modele murin multifactoriel de schizophrénie innovant (modele 3-hit) présentant une
forte validité de construction. Pour cela, nous avons combiné une modification génétique (ler hit : délétion partielle
du gene MAP6) avec un stress environnemental précoce (2nd hit : séparation maternelle de 24h au 9¢me jour de
vie) et une exposition tardive au THC durant 1’adolescence (3¢me hit : administration quotidienne de
tétrahydrocannabinol a 8mg/kg du 32&éme au 52¢me jour).

Dans un premier temps, nous avons montré une bonne validité d’apparence de ce modele a travers des études
comportementale, en imagerie et en électrophysiologie. En effet, au niveau comportemental les souris 3-hit
présentent des symptdmes de type négatif, des déficits cognitifs et une altération de la latéralité olfactive. Nous
avons aussi montré un déficit d’inhibition du réflexe de sursaut, qui est un élément comportemental clef dans les
modeles animaux de schizophrénie, car il est également utilisé en recherche clinique. Nous avons également
observé certaines altérations morphologiques et fonctionnelles cérébrales caractéristiques de la schizophrénie
comme une réduction du volume de I’hippocampe, une altération des fibres du corps calleux et un
dysfonctionnement des systemes de neurotransmission glutamatergique et GABAergique. Certains dimorphismes
sexuels ont été également montrés dans nos études.

Dans un deuxieme temps, nous avons comparé les déficits des animaux 3-hit avec ceux d’autres modéles de
schizophrénie développés au laboratoire. La caractérisation des effets de chaque facteur, indépendamment et en
association, nous a permis de mettre en évidence un phénomene de synergie entre les facteurs et non une simple
addition des déficits induits par chacun d’entre eux.

Le modele de schizophrénie 3-hit présente de bonnes validités de construction et d’apparence, il est maintenant
nécessaire afin de parfaire sa caractérisation de tester sa validité pharmacologique.
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Abstract:

Affecting 1% of worldwide population, schizophrenia is a debilitating pathology. Whether the aetiology of
schizophrenia remains unknown, its multifactorial aspect is conversely now well admitted, and certainly gathers
genetic vulnerability and environmental factors. Actual treatments are still unmet, particularly for negative and
cognitive symptoms. For a better translation from treatments design of schizophrenia to clinical efficiency, there
is a crucial need to refine preclinical animal models that considers the multifactorial aspects of this disease.

We developed a new murine multifactorial model of schizophrenia (3-hit), that possesses a strong construct
validity. To this, we combined a genetic predisposition (1st hit: partial deletion of MAP-6) with an early postnatal
stress (2nd hit: 24 h maternal separation at postnatal day 9), and a late cannabinoid exposure during adolescence
(3rd hit: tetrahydrocannabinol THC from post-natal day 32 to 52; 8 mg/kg/day).

First, we characterised a promising face validity through behavioural, imaging and electrophysiological studies.
At behavioural level, we demonstrated that 3-hit mice displayed negative-like symptoms, cognitive deficits and
altered olfactory laterality. Moreover, we showed a sensory motor gating deficit, that is a major translational clue
for animal models of schizophrenia. Additionally, 3-hit mice displayed some characteristic morphological and
functional impairments of the disease: reduced hippocampal volume, altered callosal fibres, glutamatergic and
GABAergic neurotransmission dysfunctions. We moreover highlighted some sexual dimorphisms.

Second, we compared deficits of 3-hit mice to those of others models of schizophrenia developed in our laboratory.
Deficits induced by one factor, or combination of several factors, evidenced a synergistic effect, and not a simple
addition between each of them.

The 3-hit model therefore presents strong construct validity and promising face validity, encouraging to assess the
pharmacological validity.
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