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Résumé 

Les épisodes dépressifs caractérisés (EDC) constituent une affection psychiatrique 

associée à un risque élevé de suicide. Il s’agit d’un problème de santé publique grave et un 

des troubles mentaux les plus courants, représentant désormais la première cause d’incapacité 

dans le monde selon l’OMS. Les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS) 

sont la classe d’antidépresseurs la plus prescrite dans la prise en charge des EDC. Ils agissent 

en bloquant sélectivement le transporteur sérotoninergique. Cependant, ils ont un délai 

d’action retardé et de nombreux patients sont résistants. L’activation de la transmission 

sérotoninergique n’explique pas à elle seule le délai d’action retardé des ISRS, et d’autres 

facteurs doivent également être impliqués. 

L’administration chronique d’un ISRS améliore les différentes étapes de la 

neurogenèse hippocampique adulte qui a lieu dans le gyrus dentelé (GD) de l’hippocampe. A 

l’inverse, une perturbation de cette neurogenèse affecte cette réponse des ISRS. Les jeunes 

neurones issus de cette neurogenèse présentent une période critique au cours de l’étape de 

maturation, 4 à 6 semaines après leur division. Durant cette période critique, les jeunes 

neurones ont notamment une plus grande excitabilité, avec une induction de potentialisations 

à long terme (LTP) facilitée et une amplitude de LTP plus grande. De manière coïncidente, les 

jeunes neurones influencent la réponse des ISRS durant cette période (Article 1).  

Le premier objectif de ma thèse a été d’évaluer le rôle des transmissions 

glutamatergique et GABAergique dans le GD ventral après un traitement chronique avec la 

fluoxétine. Ce travail a été réalisé grâce à la microdialyse intracérébrale in vivo chez la souris 

éveillée et a révélé une diminution des concentrations extracellulaires de glutamate dans le 

GD ventral de l’hippocampe suite à un traitement chronique avec la fluoxétine. Cette 

diminution pourrait s’expliquer par la stimulation de la neurogenèse lors du traitement 

chronique à la fluoxétine. 

Le second objectif de cette thèse a été d’étudier, par une approche pharmacologique, 

les conséquences comportementales ainsi que les modifications des transmissions 

glutamatergique et GABAergique dans le GD ventral suite à l’injection locale du Ro25-6981, 

un antagoniste sélectif de la sous-unité GluN2B du récepteur NMDA du glutamate, après un 

traitement chronique avec la fluoxétine dans un modèle d’anxiété/dépression (modèle CORT). 

La sous-unité GluN2B du récepteur NMDA des jeunes neurones, dont l’expression est 
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importante durant une période critique pour ces jeunes neurones, nous a intéressée car elle 

semble jouer un rôle important dans les effets antidépresseurs. Nous avons constaté un effet 

de type antidépresseur de l’administration locale du Ro25-6981 dans le test d’alimentation 

supprimée par la nouveauté, indépendamment du traitement avec la fluoxétine. Ce travail a 

révélé une augmentation dans le GD de l’hippocampe des concentrations extracellulaires de 

glutamate indépendante du traitement chronique avec la fluoxétine (Article 2, en préparation). 

Afin d’affiner les résultats obtenus par cette approche pharmacologique, une approche par 

optogénétique a été utilisée. 

Le troisième objectif de ma thèse a été d’étudier les modifications des transmissions 

glutamatergique et GABAergique dans le GD ventral produites sélectivement par les jeunes 

neurones suite à un traitement par la fluoxétine. Pour cela, nous avons mis au point la 

combinaison des techniques de microdialyse intracérébrale, et d’optogénétique avec un test 

comportemental afin de manipuler l’activité électrique des jeunes neurones durant la période 

critique. Ce travail a montré que la stimulation sélective des jeunes neurones induit une 

augmentation des concentrations extracellulaires de GABA dans le GD de l’hippocampe. 

Mes travaux de thèse apportent donc des nouvelles connaissances sur les variations de 

neurotransmissions dans le GD ventral lors d’un traitement chronique par un ISRS. Ces 

résultats confirment que les jeunes neurones issus de la neurogenèse adulte hippocampique, 

bien qu’ils ne constituent qu’une petite population neuronale du GD, modulent de façon 

précoce les neurotransmissions glutamatergique et GABAergique du GD. Du fait de son long 

temps d’analyse de la technique de microdialyse intracérébrale, il serait intéressant de voir si 

la technique d’électrophysiologie in vitro confirme nos résultats de microdialyse in vivo, qui 

ne permettent pas de se positionner sur un lien direct ou indirect via un interneurone 

GABAergique entre les jeunes neurones et les neurones matures. Mes travaux apportent des 

éléments indirects et directs des effets neurochimiques des jeunes neurones. Ces variations de 

neurotransmissions glutamatergique et GABAergique dans le GD ventral après stimulation 

des différentes étapes de la neurogenèse hippocampique adulte constituent un lien important 

entre les effets électrophysiologiques et comportementaux attribués aux jeunes neurones de 

l’hippocampe et pourraient expliquer en partie le délai d’action retardé des ISRS.  
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 Les épisodes dépressifs caractérisés 

 Symptômes et épidémiologie des épisodes dépressifs caractérisés 

 Les épisodes dépressifs caractérisés (EDC) constituent une affection psychiatrique associée 

à un risque élevé de suicide. Il s’agit d’un problème de santé publique grave et un des troubles 

mentaux les plus courants, représentant désormais la première cause d’incapacité dans le 

monde (Stringaris, 2017). 

 Les EDC se caractérisent par des perturbations de l’humeur, avec des symptômes de 

gravité légère à sévère, et de durée variable (de mois à années). D’une personne à l’autre, 

l’association de symptômes caractérisant les EDC sera différente. Dans tous les cas, une 

humeur dépressive (tristesse constante) ou une perte d’intérêt généralisée sera présente 

pendant au moins 2 semaines. D’autres symptômes, décrits la cinquième version du Manuel 

statistique et diagnostique des troubles mentaux (DSM-5, publié en 2013), sont présents dans 

les EDC (Tableau 1). 

 Les EDC touchent tous les âges dès l’enfance, et ils peuvent se déclencher aussi bien vers 

la fin de l’adolescence, qu’à l’âge adulte voire à un âge avancé (Kessler & Bromet, 2013). Les 

EDC toucheraient 322 millions de personnes dans le monde, soit 4,4% de la population 

mondiale, avec une prévalence quasiment 2 fois plus importante chez la femme (Picco et al., 

2017; WHO, 2017). Les EDC sont responsables de 7,5% des années vécues avec un handicap 

en 2015. Ils contribuent également majoritairement aux morts par suicide, au nombre de 

800 000 chaque année (WHO, 2017). 

 Le traitement des EDC inclut notamment la psychothérapie ainsi que les traitements 

pharmacologiques (Gartlehner et al., 2017; Weihs & Wert, 2011). Ces traitements 

pharmacologiques permettent une guérison chez 60% à 70% des patients traités (Souery et al., 

2006). Pour les EDC résistants au traitement et en cas de risque suicidaire très élevé, l’électro-

convulsivothérapie permet d’améliorer le taux de rémission (N. Lucas et al., 2017).   
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Tableau 1 - Critères de diagnostic d’un EDC selon le DSM-5 

A. Au moins 5 des symptômes suivants doivent avoir été présents pendant une même 

période d'une durée de 2 semaines et avoir représenté un changement par rapport à 

l'état antérieur; au moins un des symptômes est soit (1) une humeur dépressive, soit 

(2) une perte d'intérêt ou de plaisir. 

1. Humeur dépressive présente pratiquement toute la journée, presque tous les jours, signalée 

par le sujet (sentiment de tristesse ou vide) ou observée par les autres (pleurs).  

NB : éventuellement irritabilité chez l'enfant et l'adolescent. 

2. Diminution marquée de l’intérêt ou du plaisir pour toutes ou presque toutes les activités 

pratiquement toute la journée, presque tous les jours. 

3. Perte ou gain de poids significatif (par exemple, changement de poids excédant 5% en un 

mois) en l'absence de régime, ou diminution ou augmentation de l'appétit tous les jours.  

NB : Chez l'enfant, prendre en compte l'absence de l'augmentation de poids attendue. 

4. Difficulté à s’endormir ou à garder le sommeil (insomnie) ou dormir plus qu’il ne faut 

(hypersomnie) presque tous les jours. 

5. Agitation ou ralentissement psychomoteur presque tous les jours. 

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

7. Sentiment de dévalorisation ou de culpabilité excessive ou inappropriée (qui peut être 

délirante) presque tous les jours (pas seulement se faire grief ou se sentir coupable d'être 

malade). 

8. Diminution de l’aptitude à penser ou à se concentrer ou indécision presque tous les jours 

(signalée par le sujet ou observée par les autres). 

9. Pensées de mort récurrentes (pas seulement une peur de mourir), idées suicidaires 

récurrentes sans plan précis ou tentative de suicide ou plan précis pour se suicider. 

B. Les symptômes induisent une détresse cliniquement significative ou une altération du 

fonctionnement social, professionnel ou dans d'autres domaines importants. 

C. Les symptômes ne sont pas imputables aux effets physiologiques directs d'une 

substance ou d'une affection médicale générale. 

D. L'épisode ne répond pas aux critères du trouble schizoaffectif et ne se superpose pas à 

une schizophrénie, à un trouble schizophréniforme, à un trouble délirant ou à une 

autre trouble psychotique. 

E. Il n'y a jamais eu d'épisode maniaque ou hypomaniaque. 
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 Physiopathologie des épisodes dépressifs caractérisés 

 Les EDC sont générés par de multiples et complexes facteurs. La physiopathologie des 

EDC n’est à ce jour pas bien établie, même si de nombreuses hypothèses sont posées. Des 

facteurs environnementaux et sociaux (deuil, perte d’emploi, séparation, traumatismes…) 

peuvent contribuer au développement d’EDC. Divers mécanismes biologiques sont également 

impliqués.  

I.2.1 Hypothèse des monoamines 

 L’hypothèse des monoamines est la plus ancienne et l’une des principales hypothèses pour 

la physiopathologie des EDC. Les EDC seraient causés par une altération des concentrations 

d’une ou de plusieurs monoamines, telles que la sérotonine (5-HT, 5-hydroxytryptamine), la 

noradrénaline ou encore la dopamine. Elle a été établie après la constatation dans les années 

1950 que le traitement de l’hypertension par la réserpine, qui entraîne une déplétion des 

monoamines, causait des épisodes dépressifs majeurs (Freis, 1954).  

 La sérotonine est une indolamine qui occupe un rôle clé dans la physiopathologie et le 

traitement des EDC. Les médicaments en première ligne dans le traitement des EDC 

augmentent la concentration de sérotonine, ainsi que celle de noradrénaline, après un 

traitement chronique. D’autre part, la déplétion en tryptophane, acide aminé essentiel 

précurseur de la synthèse de la sérotonine, chez des patients précédemment traités avec succès 

par un antidépresseur, entraîne une rechute chez plus de 47% en moyenne de patients, par 

rapport au groupe de patients contrôles (Ruhe et al., 2007 pour revue). Cette déplétion ne va 

en revanche pas induire d’EDC chez des sujets sains. 

 La dopamine est utilisée dans plusieurs voies cérébrales, et notamment la voie 

mésolimbique. Cette voie décrit les neurones dopaminergiques, également nommé noyau 

dopaminergique A10, partant de l’aire tegmentale ventrale qui innervent plusieurs structures 

du système limbique, dont le noyau accumbens. Elle représente le circuit de la récompense. 

Le symptôme d’anhédonie (l’incapacité à ressentir des émotions positives ou de l’intérêt dans 

des situations qui devraient provoquer ce genre d’émotions, ou qui ont été considérées 

antérieurement comme plaisantes) serait lié à un dysfonctionnement du circuit de la 

récompense. Il a été signalé une diminution d’un métabolite de la dopamine, l’acide 

homovanillique, dans le liquide céphalo-rachidien de patients atteint d’EDC par rapport à 

celui de contrôles sains (Asberg et al., 1984; Reddy et al., 1992). De plus, les EDC sont 

fréquents chez les patients atteints de la maladie de Parkinson (Srivastava et al., 2011), qui est 
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caractérisée par une dégénérescence des neurones à dopamine dans la substance noire, bien 

que les neurones à dopamine de l’aire tegmentale ventrale soient bien moins affectés (Dauer 

& Przedborski, 2003). 

 La noradrénaline est un dérivé de la dopamine. Ce sont tous deux des catécholamines. Le 

principal noyau de neurones noradrénergiques est le locus coeruleus, situé dans le tronc 

cérébral. Ils projettent notamment vers le lobe frontal, l’hippocampe ou encore l’amygdale. 

Chez des patients atteints d’EDC, la concentration cérébrale de noradrénaline est fortement 

diminuée par rapport à des sujets sains (Lambert et al., 2000). D’autre part, chez des patients 

souffrant d’EDC en post-mortem, les taux de transporteurs sont diminués, par rapport à des 

sujets sains (Moriguchi et al., 2017). 

I.2.2 Déficit dans la régulation du système de réponse au stress : l’axe 

hypothalamo-hypophyso-surrénalien 

 Le stress est une réaction involontaire de l’organisme, tant sur le plan physiologique que 

psychologique, en réponse à une situation inattendue ou dangereuse. Il s’agit d’un phénomène 

d’adaptation du corps, mais dans la durée, la capacité à réagir est altérée, entraînant alors 

diverses conséquences pathologiques. C’est notamment un facteur qui augmente le risque 

d’EDC. En situation de stress, la CRH (Corticolibérine, Corticotropin-Releasing Hormone) 

est sécrété au niveau de l’hypothalamus plus précisément dans le système porte hypothalamo-

hypophysaire. Cette hormone va à son tour stimuler la production de l’ACTH 

(Adrénocorticotropine) par l’hypophyse, qui va circuler dans le système sanguin et atteindre 

les glandes surrénales, provoquant ainsi la production de cortisol. Ce cortisol va exercer un 

rétrocontrôle négatif sur l’hypothalamus et l’hypophyse, par l’intermédiaire de récepteurs aux 

glucocorticoïdes et de récepteurs aux minéralocorticoïdes. 

 Les EDC sont fréquemment associés à une hyperactivité de l’axe hypothalamo-hypophyso-

surrénalien et à un déficit du rétrocontrôle négatif. En effet, les concentrations plasmatiques 

d’ACTH sont augmentées chez 60% des patients atteints d’EDC (Choi et al., 2018; Stetler & 

Miller, 2011), et celles de cortisol sont augmentées chez 25% à 30% des patients atteints 

d’EDC (Young et al., 2001). D’autre part, l’administration de la dexaméthasone - utilisée pour 

son effet anti-inflammatoire -, un glucocorticoïde de synthèse d’activité similaire à celle du 

cortisol, agoniste des récepteurs aux glucocorticoïdes, devrait fortement diminuer la 

concentration de cortisol par rétrocontrôle. Chez des patients atteints d’EDC, cette 

administration de dexaméthasone entraîne au contraire une augmentation de la concentration 
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plasmatique d’ACTH ainsi que de cortisol, par rapport aux sujets sains (Horstmann et al., 

2009). Dans une étude de suivi, la quantification répétée de réponse d’éveil au stress, mesurée 

dans la première heure après le réveil, a été effectuée chez des adolescents. Le suivi de ces 

adolescents l’année suivante a indiqué une association entre une augmentation la réponse 

d’éveil au stress (l’année précédente) et le développement d’EDC (Adam et al., 2010). Cette 

dérégulation peut provenir de différentes causes telles qu’une hypersécrétion de CRH, une 

déficience du rétrocontrôle négatif ou encore des glandes surrénales hypertrophiées (Kunugi 

et al., 2015). Cette dérégulation de l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien entraîne 

notamment des modifications structurelle et fonctionnelle au niveau de l’hippocampe et 

également de l’amygdale. L’administration chez des sujets sains d’un antagoniste des 

récepteurs aux minéralocorticoïdes, la spironolactone, modifie l’adaptation face à un stress. 

Chez le groupe de contrôles sains, un dialogue fonctionnel entre l’hippocampe, l’amygdale et 

le striatum est activé en réponse à une situation de stress. Chez le groupe ayant reçu la 

spironolactone, ce dialogue fonctionnel est rompu (Schwabe et al., 2013). En conclusion, des 

dysfonctionnements des récepteurs aux glucocorticoïdes ou des récepteurs aux 

minéralocorticoïdes semblent compromettre la bonne adaptation du corps face à une situation 

inattendue ou dangereuse. Cela pourrait conduire à une altération de l’axe hypothalamo-

hypophyso-surrénalien et à l’émergence d’EDC. 

I.2.3 Origine inflammatoire 

 Plusieurs méta-analyses ont étudié les liens entre EDC et cytokines. L’une d’elles, issue de 

95 études cliniques, a conclu à une augmentation de la protéine C réactive (CRP) est chez des 

patients atteints d’EDC. Cette même méta-analyse indique que l’augmentation de 

l’interleukine 6 (IL-6) est également fortement corrélée à des EDC. La corrélation de 

l’augmentation de l’interleukine-1 (IL-1) à des EDC révèle une association modérée entre ces 

2 facteurs (Howren et al., 2009). Une autre méta-analyse, regroupant 438 patients atteints 

d’EDC et 350 sujets sains de 13 études, s’est intéressée aux concentrations de cytokines 

(Dowlati et al., 2010). Les données présentées amènent à la conclusion d’une augmentation 

des concentrations du facteur de nécrose tumorale α (TNF-α) chez des sujets atteints d’EDC, 

ceci est corroboré par l’effet bénéfique antidépresseur des biothérapies anti-TNF-α lors de 

leur utilisation dans diverses pathologies auto-immunes (Abbott et al., 2015). Dans cette 

même méta-analyse, l’augmentation des concentrations d’IL-6 chez des patients atteints 

d’EDC a été conclue d’après 16 études, regroupant 492 patients et 400 sujets sains ; en 

revanche, il n’a pas été montré de lien entre les EDC et l’IL-1β (Dowlati et al., 2010). De 
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même, l’induction d’une inflammation par un traitement avec l’IFN-α, notamment pour le 

traitement d’hépatites virales ou de certaines leucémies, augmente le risque d’EDC. La moitié 

des personnes ayant été traitées par l’IFN-α développerait ainsi des EDC (Chiu et al., 2017). 

 Les cytokines en périphérie impactent le cerveau par plusieurs voies, notamment un 

passage de la barrière hémato-encéphalique (BHE) au niveau de fuites par diffusion au niveau 

d’organes circumventriculaires (Dantzer et al., 2008) ou encore par des seconds messagers 

passant la BHE (Vitkovic et al., 2000), ou bien par transport actif ou encore par 

l’intermédiaire de récepteurs associés aux fibres nerveuses afférentes périphériques qui vont 

transmettre les signaux inflammatoires dans des régions cérébrales. Les cytokines vont alors 

interagir à plusieurs niveaux. Elles modifient la synthèse, la libération et la recapture de 

monoamines (sérotonine, noradrénaline et dopamine) (Al-Hakeim et al., 2020; Scott-Burden, 

1995). Elles activent l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien, et augmentent également le 

stress oxydatif et l’apoptose de cellules gliales (Buntinx et al., 2004; Miller et al., 2009 pour 

revue). 

I.2.4 Hypothèse glutamatergique 

 Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur dans le système nerveux central, 

son implication dans la régulation de l’humeur est discutée depuis 30 ans. Une première étude 

chez la souris avait ainsi démontré que des antagonistes du récepteur NMDA du glutamate 

(notamment le MK-801) avaient des effets de type antidépresseur dans le test de la nage 

forcée ainsi que dans le test de suspension caudale (Trullas & Skolnick, 1990). 

Physiologiquement, les concentrations extracellulaires de glutamate sont régulées par les 

neurones et les cellules gliales au niveau de synapses tripartites (Figure 1). Le glutamate est 

formé dans les neurones dans la mitochondrie à partir d’un métabolite du cycle de Krebs, l’α-

cétoglutarate, transformé en glutamate par une aminotransférase, puis il est stocké dans des 

vésicules. Une fois celui-ci libéré dans la fente synaptique après dépolarisation des neurones 

glutamatergiques, le glutamate peut alors activer 2 types de récepteurs localisés au niveau 

post-synaptique et/ou pré-synaptique : des récepteurs ionotropiques – récepteurs NMDA (N-

méthyl-D-aspartate), AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate) et kaïnate – 

ainsi que des récepteurs métabotropiques (mGluR1 à mGluR8). Le glutamate extracellulaire 

est également recapté majoritairement au niveau astrocytaire mais aussi au niveau neuronal, 

par un transporteur plasmique des acides aminés excitateurs (EAAT). Le glutamate recapté 

par les astrocytes sera métabolisé en glutamine par la glutamine synthétase. La glutamine va à 

son tour être recaptée par les neurones présynaptiques par un transporteur des acides aminés 
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neutres dépendant du sodium (SNAT), où elle pourra être reconvertie en glutamate par la 

glutaminase. Le glutamate ainsi que la glutamine vont donc constituer une réserve 

glutamatergique disponible pour influencer l’activité synaptique.  

 

Figure 1 – Schéma du métabolisme du glutamate : synapse glutamatergique tripartite et cycle GABA-glutamate-
glutamine. Le glutamate est formé dans les neurones à partir d’un métabolite du cycle de Krebs, l’α-cétoglutarate. Après la 
libération de glutamate dans le milieu extracellulaire, le glutamate active différents récepteurs postsynaptiques qui peuvent 
être ionotropiques – récepteurs NMDA, AMPA et kaïnate – ou métabotropiques. Les prolongements astrocytaires présents 
autour de la synapse recaptent le glutamate par des transporteurs EAAT. Le glutamate va être converti en glutamine dans les 
astrocytes par la glutamine synthétase, avant d’être transportée dans le neurone présynaptique par des transporteurs SNAT. 
Dans ce dernier, la glutamine va être convertie en glutamate puis stocké dans des vésicules synaptiques. Il s’agit donc d’un 
cycle glutamate-glutamine. Le glutamate est également à l’origine de la synthèse de GABA, pouvant être métabolisé en 
succinate et ainsi rejoindre le cycle de Krebs. 

 

 Le glutamate est également en lien étroit avec le GABA (acide γ-aminobutyrique), le 

neurotransmetteur inhibiteur majeur  du système nerveux central. En effet, la décarboxylation 

du glutamate par la glutamate décarboxylase (GAD, qui existe sous 2 isoformes : GAD65 et 

GAD67) est à l’origine de la synthèse de GABA (Figure 1). Par ailleurs, le GABA est 

métabolisable par la GABA transaminase en acide succinique semialdéhyde, lui-même 

métabolisable en succinate par la succinate-semi-aldéhyde déshydrogénase (Ravasz et al., 

2017). Le succinate peut rejoindre le cycle de Krebs, pouvant ainsi conduire de nouveau à la 

synthèse de glutamate. Ces 2 neurotransmetteurs constituent une balance entre la 

neurotransmission excitatrice et inhibitrice.  
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 L’altération de cette balance excitation/inhibition serait en lien avec les EDC. Une méta-

analyse basée sur 11 études amène à la conclusion qu’il y aurait des altérations de la 

transmission glutamatergique chez les patients atteints d’EDC, avec une majorité d’étude 

concordante sur la diminution de la réserve glutamatergique dosée par spectroscopie par 

résonance magnétique dans diverses régions cérébrales, telles que le cortex médian préfrontal 

ou l’hippocampe (Yuksel & Ongur, 2010). D’autre part, une étude post-mortem plus récente a 

comparé la densité d’astrocytes exprimant la glutamine synthétase chez 14 patients atteints 

d’EDC et chez 16 contrôles sains. Cette étude a montré une diminution de la densité 

d’astrocytes exprimant cette enzyme chez les patients atteints d’EDC dans certaines régions 

cérébrales et notamment dans le cortex dorso-latéral préfrontal (Bernstein et al., 2015), ce qui 

suggère donc que la transmission glutamatergique est également impactée. Une étude menée 

chez 20 patients atteints d’EDC et chez 21 contrôles sains indique que les taux de GABA dans 

le cortex cingulaire sont diminués chez les patients atteints d’EDC (Gabbay et al., 2012). Une 

autre étude conduite en post-mortem chez 15 patients atteints d’EDC et chez 15 contrôles 

sains indique que l’expression de la GAD67 est réduite dans l’hippocampe des patients 

atteints d’EDC (Thompson Ray et al., 2011). Chez les rongeurs, la transmission 

glutamatergique est modifiée par un stress aigu. Ainsi, chez des rats, l’exposition à un tel 

stress aigu augmente les concentrations extracellulaires de glutamate et de GABA dans le 

cortex préfrontal mesurées par microdialyse (Lupinsky et al., 2017). Cette même exposition à 

un stress aigu chez des rats préalablement soumis à un stress chronique imprédictible, 

n’affecte cette fois plus transmission glutamatergique dans le cortex préfrontal (Jett et al., 

2017). De plus, l’exposition d’un stress chronique imprédictible durant 5 semaines chez des 

rats diminuent également les concentrations de GAD67 dans le cortex préfrontal ainsi que 

dans l’hippocampe (Banasr et al., 2017). Ces études démontrent l’importance des 

transmissions glutamatergique et GABAergique et de la balance excitation/inhibition dans 

l’étiologie des EDC et dans la réponse au stress aigu qui est par ailleurs affectée dans cette 

pathologie. 

I.2.5 Altération de la plasticité synaptique 

 Le cerveau possède la capacité de créer, supprimer ou réorganiser des synapses, et de 

changer la structure des neurones, au niveau de leur axone ou de leurs dendrites. Cela conduit 

au renforcement ou à l’affaiblissement de la transmission synaptique et ainsi de l’efficacité 

synaptique. Il s’agit de la plasticité synaptique, qui permet l’apprentissage et l’adaptation, en 

réponse à un changement environnemental. La transmission synaptique et l’efficacité 
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synaptique peuvent également être modifiées en fonction du nombre et de la composition des 

récepteurs des neurotransmetteurs. Ces modifications conduisent à des potentialisations à long 

terme (LTP, long-term potentiation) ou à des dépressions à long terme (LTD, long-term 

depression). Les LTP facilitent la dépolarisation postsynaptique par augmentation globale de 

l’efficacité des récepteurs, lors de la répétition d’une activation synaptique. A l’inverse, lors 

d’une LTD, l’efficacité de la transmission synaptique est diminuée. Il a été montré chez le rat 

que l’induction in vivo de LTP au niveau de la voie perforante en amont de l’hippocampe 

conduisait à une augmentation des étapes de proliférations et de survie des nouveaux neurones 

produits dans l’hippocampe (ce phénomène de neurogenèse hippocampique est décrit en 

détail ci-dessous, voir chapitre II.2) (Bruel-Jungerman et al., 2006). 

 Les EDC entraînent une altération de plusieurs régions neuroanatomiques. Les données 

extraites de méta-analyses montrent une réduction du volume de l’hippocampe chez des 

patients atteints d’EDC (Campbell et al., 2004; Schmaal et al., 2016). Concernant les 

modifications de l’amygdale, les données sont plus hétérogènes. L’apparition d’EDC avant 21 

ans est tout de même associée à une tendance de réduction du volume de l’amygdale 

(Campbell et al., 2004; Schmaal et al., 2016). Les raisons de ces réductions du volume de 

régions cérébrales ne sont pas bien établies, mais elles pourraient être liées à une perte 

neuronale ainsi qu’à une atrophie et un remodelage des dendrites, mais aussi à une réduction 

des synapses. Une étude conduite en post-mortem chez 21 patientes atteintes d’EDC indique 

que les expressions de BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) ainsi que de son 

récepteur TrkB (Tropomyosin receptor kinase B) sont réduites dans l’amygdale, par rapport 

aux 21 contrôles saines (Guilloux et al., 2012). Une autre étude conduite en post-mortem 

indique que chez 15 patients traités par un antidépresseur, l’expression de BDNF dans 

l’hippocampe est augmentée (B. Chen et al., 2001). Le BDNF, appartenant à la famille des 

neurotrophines, agit comme un facteur trophique impliqué dans les mécanismes de survie des 

neurones. Il module également l’arborisation axonale et dendritique, l’efficacité de la 

transmission synaptique et la maturation fonctionnelle des synapses (Vaynman et al., 2004). 

D’autre part, des études chez le rat ont montré que le knock-out du BDNF (par interférence 

ARN (acide ribonucléique) et par injection de lentivirus) dans le gyrus dentelé (GD) dorsal 

induit un comportement de type dépressif dans les tests de préférence au sucrose et de nage 

forcée (Taliaz et al., 2010), à l’inverse, l’augmentation de BDNF dans l’hippocampe induit un 

effet de type antidépresseur dans le test de la nage forcée (Deltheil et al., 2008), et la 

surexpression du BDNF (par injection de lentivirus) au niveau des astrocytes hippocampiques 
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chez la souris induit un comportement de type antidépresseur dans le test d’alimentation 

supprimée par la nouveauté (Quesseveur et al., 2013). Enfin, un traitement par un 

antidépresseur augmente l’expression d’ARNm du BDNF dans l’hippocampe (Molteni et al., 

2006). 

I.2.6 Vulnérabilité génétique 

 Chez toutes les personnes exposées à un même évènement traumatique, la réponse sera 

variable, et toutes ne vont pas développer d’EDC. Cela suggère l’existence d’une 

susceptibilité génétique propre à chaque personne. Chez une personne dont les parents sont 

atteints d’EDC, le risque d’en développer également est augmenté (Rice et al., 2002). De 

nombreux gènes, et notamment leur polymorphisme, contribueraient à cette vulnérabilité 

génétique. Une méta-analyse regroupant ainsi 75 067 patients atteints d’EDC et 231 747 

contrôles sains a analysé leur génome. Cette méta-analyse met en évidence 17 variations 

génétiques, pour la plupart localisées dans des gènes exprimés au niveau du système nerveux 

central et impliqués dans le développement cérébral (Hyde et al., 2016). Parmi ces nombreux 

gènes, quelques-uns ont été identifiés : Les gènes du transporteur de la sérotonine (Caspi et 

al., 2010), du récepteur des glucocorticoïdes ou des minéralocorticoïdes (Keller et al., 2017) 

ou encore du BDNF (Colle et al., 2017; Hennings et al., 2019). La génétique explique la 

prédisposition à la dépression, mais elle ne semble pas en être une cause directe. Les études 

sur les gènes restent toujours à prendre en considération avec précaution, car elles peuvent 

être menées par le biais des connaissances. 

 

 Les EDC sont ainsi multifactoriels. Différentes hypothèses permettent d’expliquer en 

partie la physiopathologie des EDC. Ces hypothèses ne sont pas indépendantes les unes des 

autres. Par exemple, la CRH produit au niveau de l’hypothalamus serait responsable d’effet de 

type dépressif par une potentialisation de récepteurs sérotoninergiques 5-HT2A et 5-HT2C 

(Magalhaes et al., 2010). Les cytokines modifient la synthèse, la libération et la recapture des 

monoamines comme vu précédemment, et diminuent l’expression de transporteurs gliaux du 

glutamate (Ida et al., 2008). Le lien entre l’inflammation et l’axe hypothalamo-hypophyso-

surrénalien a aussi été décrit précédemment, et ce lien est bidirectionnel : bien que les 

glucocorticoïdes soient connues pour leur propriétés anti-inflammatoires, elles peuvent 

également augmenter l’inflammation selon la durée ou la dose d’exposition notamment 

(Sorrells et al., 2009). Il semblerait également que les cytokines pourraient réduire 
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l’expression de BDNF (directement ou indirectement par le glutamate) (Calabrese et al., 

2014). 

  Les traitements pharmacologiques actuels et leurs limites 

 La découverte des premiers traitements antidépresseurs a été faite par sérendipité. 

L’amélioration de l’humeur chez des patients atteints d’EDC par l’imipramine a été 

découverte en 1957 lors de la recherche d’un nouvel antipsychotique (Kuhn, 1957). En 

parallèle, l’effet euphorisant de l’iproniazide, utilisé comme antituberculeux, a été constaté en 

1958 (Kline, 1958). Ces nouvelles découvertes vont donner naissance à différentes classes 

d’antidépresseurs, qui ont par la suite été identifiées comme les tricycliques (pour 

l’imipramine) et comme les inhibiteurs de la monoamine oxydase – une enzyme dégradant 

des amines - (pour l’iproniazide). Les recherches d’antidépresseurs ont ensuite été guidées par 

l’hypothèse des monoamines, suite à l’effet exacerbant les symptômes dépressifs constaté 

avec la réserpine (voir chapitre I.2.1). 

 Parmi les traitements existants découverts par la suite, les inhibiteurs sélectifs de la 

recapture de la sérotonine (ISRS) sont la classe d’antidépresseurs la plus prescrite dans la 

prise en charge des EDC (M. Miller et al., 2014). La fluoxétine fait partie de cette classe 

médicamenteuse. Ils augmentent les concentrations de sérotonine intra-synaptiques en 

bloquant sélectivement le transporteur de cette monoamine. De tels traitements nécessitent 

une administration chronique de 3 à 6 semaines pour exercer leurs effets thérapeutiques 

(Machado-Vieira et al., 2010), et durant l’initiation du traitement, le risque suicidaire est 

augmenté (Fornaro et al., 2019). Une administration aigue ou sub-chronique d’ISRS n’induit 

qu’une augmentation limitée des taux intra-synaptiques de 5-HT (Zanoveli et al., 2010), ceci 

est dû à un rétrocontrôle négatif exercé par l’activation des autorécepteurs somatodendritiques 

5-HT1A et terminaux 5-HT1B présents sur les neurones sérotoninergiques des noyaux du raphé 

(Guilloux et al., 2006). La désensibilisation fonctionnelle de ces récepteurs présynaptiques 

induit une augmentation graduelle de la transmission sérotoninergique centrale qui aboutit aux 

effets antidépressifs chez l’humain ou aux effets dits de type antidépressifs dans des modèles 

animaux d’anxiété/dépression. Ces effets de type antidépressifs/anxiolytiques sont évalués 

chez l’animal à l’aide de différents tests comportementaux. Les principaux tests nécessaires à 

la compréhension de cette thèse sont présentés dans la section des matériels et méthodes (voir 

paragraphe III, Box 1). 
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 De manière surprenante, après un traitement avec un antidépresseur, l’augmentation 

graduelle de la transmission sérotoninergique et les effets comportementaux ne présentent pas 

le même décours temporel. Ainsi, un traitement de 7 jours à la fluoxétine induit une 

augmentation importante des taux extracellulaires de 5-HT, mesurés par microdialyse in vivo 

chez la souris notamment dans l’hippocampe et le noyau du raphé (Popa et al., 2010) 

(Figure 2), tandis que dans le même temps, ce traitement n’induit pas d’effet de type 

antidépresseur dans tous les tests (Mendez-David et al., 2014). Un effet comportemental 

complet n’est observé qu’après un traitement de 21 ou de 28 jours avec un ISRS (Mendez-

David et al., 2014) (Tableau 2). Cette contradiction met en lumière que les effets de type 

antidépresseurs des ISRS impliquent d’autres facteurs que la transmission sérotoninergique. 

Parmi ces facteurs, nous avons porté un intérêt tout particulier à la neurogenèse 

hippocampique adulte. 

 

 

Figure 2 – Concentrations extracellulaires de 5-HT dans le noyau du raphé et dans l’hippocampe de souris BALBc, 
après 7, 14, 21 ou 28 jours de traitement à la fluoxétine (18 mg/kg/jour), ainsi que 14 jours après arrêt du traitement. 
Les valeurs représentent les moyennes ± erreur-type de la moyenne. * p < 0,05 ; ** p < 0,01 par rapport au groupe contrôle 
du même jour, selon une ANOVA à 1 facteur suivi d’un test de Student. # p < 0,05 ; ## p < 0,01 ; ### p < 0,001 par rapport 
au contrôle au jour 0, selon une ANOVA à 1 facteur suivi d’un test de Student (Popa et al., 2010). 
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Tableau 2 – Récapitulatif des effets comportementaux obtenus chez des souris C57BL/6Ntac après 7 ou 28 jours de 
traitement à la fluoxétine (18 mg/kg/jour) (Mendez-David et al., 2014). 

Tests 

comportementaux 

Fluoxétine (18 mg/kg/jour) 

7 jours 28 jours 

OF Ø 
↑ temps passé dans le centre 

↑ distance ambulatoire 

EPM Ø 

↑ temps passé dans les bras 

ouverts 

↑ nombre d’entrée dans les bras 

ouverts 

NSF Ø ↓ latence pour aller se nourrir 

TST ↓ durée d’immobilité ↓ durée d’immobilité 

Splash test ↑ durée de toilettage  ↑ durée de toilettage 

 

 Les jeunes neurones issus de la neurogenèse hippocampique adulte, 

acteurs de l’activité antidépressive 

  Découverte du renouvellement des neurones dans le cerveau adulte 

 Au XXe siècle, le dogme universellement admis indiquait que la structure du cerveau était 

fixe, et que le cerveau était incapable de produire de nouveaux neurones. Selon ce dogme 

défendu par Santiago Ramon y Cajal, les neurones se connectaient en circuit durant le 

développement, et le stock neuronal ne pouvait que décroitre par la suite. Santiago Ramon y 

Cajal avait en effet déclaré que « dans les centres du cerveau adulte, les voies nerveuses sont 

une chose fixée, finie, immuable. Tout peut mourir, rien ne peut se régénérer » (Cajal, 1928). 

L’apparition d’une nouvelle méthode de détection de la division cellulaire va permettre la 

publication des premières preuves anatomiques de la présence de nouvelles cellules par 

Joseph Altman (Figure 3). Pour cela, des rats ont reçu une administration intrapéritonéale de 

thymidine tritiée (Altman & Das, 1965). Cet analogue radio-marqué de la thymidine 

s’incorpore à l’acide désoxyribonucléique (ADN) lors de la réplication dans les cellules en 

division, et est détectable par autoradiographie. Cependant, en raison de limites techniques, 

les nouvelles cellules ne sont pas identifiées comme des neurones et cette découverte resta 

longtemps ignorée.  
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Figure 3 - Autoradiographies du GD de l'hippocampe d'un rat ayant reçu de la thymidine tritiée. A, 
agrandissement x 100 et B, agrandissement x 640 (Altman & Das, 1965). 

 Ce n’est qu’à la fin du XXe siècle que ce dogme a été aboli, notamment avec la publication 

de la preuve d’une neurogenèse adulte chez les primates dont l’humain. L’équipe de Fred 

Gage a identifié de nouveaux neurones générés dans le GD de cerveaux adultes humains, 

ayant reçu par intraveineuse du bromodéoxyuridine (BrdU) (Eriksson et al., 1998). Cet autre 

analogue de la thymidine s’incorpore dans l’ADN des cellules en division et est détectable par 

immunohistochimie. Ainsi, l’identité des nouvelles cellules a pu être clairement révélée par 

couplage avec d’autres marqueurs neuronaux et gliaux (Figure 4). Depuis sa découverte dans 

le cerveau adulte des mammifères, la neurogenèse adulte a été identifiée principalement dans 

2 régions cérébrales : la zone sous-granulaire dans le GD de l’hippocampe et la zone sous-

ventriculaire située sur les parois des ventricules latéraux, qui ne sera pas abordée ici. 

 

Figure 4 – Détection simultanée du BrdU, d’un marqueur neuronal (NeuN) ainsi que d’un marqueur glial (GFAP, 
Glial Fibrillary Acidic Protein) au niveau d’un GD adulte humain par immunohistochimie (Eriksson et al., 1998). 
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  Présentation de la neurogenèse hippocampique adulte 

 La neurogenèse hippocampique adulte désigne le processus de division des cellules 

souches neurales présentes dans la zone sous-granulaire dans le GD de l’hippocampe, 

produisant ainsi de nouveaux neurones. Ces nouveaux neurones issus de la neurogenèse 

adulte hippocampique s’intègrent dans les circuits existants de l’unité fonctionnelle que 

constitue l’hippocampe. Il s’agit d’une structure très organisée avec le GD et la corne 

d’Ammon (CA) subdivisée en sous-régions (CA1, CA2 et CA3). Le GD porte notamment les 

cellules granulaires et des interneurones, alors que la CA porte des neurones pyramidaux ainsi 

que des interneurones (Acsady et al., 1996; Lorincz & Nusser, 2008). Cette organisation 

structurelle est associée à une organisation fonctionnelle définie comme le circuit 

trisynaptique (Figure 5). Dans ce circuit unidirectionnel, la voie afférente est constituée par 

les fibres perforantes qui sont un ensemble d’axones émis par des neurones dont les corps 

cellulaires sont situés dans le cortex entorhinal médian ou latéral. Ces axones font la première 

connexion du circuit, au niveau de la couche moléculaire, avec les dendrites des cellules 

granulaires du GD. Ces cellules granulaires projettent leurs axones jusqu’aux dendrites des 

cellules pyramidales de l'aire CA3, cette projection forme les fibres moussues. Les cellules 

pyramidales de l'aire CA3 projettent alors soit vers l'hippocampe controlatéral via le corps 

calleux, formant les fibres commissurales ; soit vers la CA1, formant les collatérales de 

Schaffer. Cette connexion constitue la troisième synapse de ce circuit. Enfin la voie efférente 

qui véhicule les informations traitées par l’hippocampe est constituée des axones issus des 

neurones pyramidaux de la CA1 et qui projettent notamment vers le subiculum qui contacte 

en retour le cortex entorhinal (Amaral et al., 2007). 
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Figure 5 - Organisation de l’hippocampe. A. Localisation de l’hippocampe dorsal et de l’hippocampe ventral chez le 
rongeur. B. Coupe frontale de la partie postérieure de l’hippocampe. C. L'hippocampe est caractérisé par un circuit neuronal 
trisynaptique : les fibres perforantes projettent sur les cellules granulaires contenues dans le GD, qui à leur tour envoient 
massivement leurs axones (fibres moussues) vers les cellules pyramidales de l’aire CA3. Puis ces cellules de l’aire CA3 
projettent leurs axones vers les cellules pyramidales de l’aire CA1 (collatérales de Schaffer) (Neves et al., 2008 pour revue). 

 Cette production de jeunes neurones est possible grâce à la niche neurogénique que 

constitue la zone sous-granulaire du GD. Cette niche neurogénique constitue un 

environnement particulier favorable pour la neurogenèse hippocampique adulte, en particulier 

grâce à sa composition en cellules de la microglie, astrocytes ainsi qu’en cellules 

endothéliales (Aimone et al., 2014). Les différentes étapes de prolifération des progéniteurs, 

de survie, de différenciation et de maturation des jeunes neurones, nécessitent plusieurs 

semaines et impliquent la migration des cellules en maturation dans la couche granulaire de 

l’hippocampe (Figure 6). Chacune de ces étapes est analysée avec la technique 

d’immunohistochimie grâce à des marqueurs spécifiques. Ainsi la prolifération peut être 

approchée par le marqueur Ki67, les neurones immatures sont marqués par la doublecortine 

(DCX) et les neurones matures expriment le marqueur NeuN.  
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Figure 6 - Représentation schématique des étapes impliquées et types cellulaires de la neurogenèse hippocampique 

(d'après Goncalves et al., 2016 pour revue). La neurogenèse adulte hippocampique implique plusieurs étapes de 
prolifération, différenciation, maturation et survie.  

  Des facteurs environnementaux tels que les stimulations sociales, cognitives, 

sensorielles, ou encore l’activité physique augmentent les différentes étapes de la neurogenèse 

adulte (M. J. Chen & Russo-Neustadt, 2009; Farioli-Vecchioli et al., 2014; Moreno-Jimenez 

et al., 2019). Il en va de même pour des facteurs neurotrophiques tels que le BDNF, le VEGF 

(Vascular Endothelial Growth Factor) ou l’IGF-1 (Insulin-Like Growth Factor-1) (Licht et 

al., 2016; L. Wang et al., 2015). Enfin, des systèmes de neurotransmission stimulent 

également les différentes étapes de la neurogenèse hippocampique, notamment le système 

sérotoninergique, via les récepteurs 5-HT1A et 5-HT4 (G. Lucas et al., 2007; Noto et al., 

2016), ou le système GABAergique (Ge et al., 2007 pour revue). 

II.2.1 Prolifération  

 Les cellules souches du GD se divisent majoritairement de manière asymétrique, 

permettant ainsi la production de progéniteurs neuraux. Les cellules souches du GD sont des 

cellules souches de morphologie radiale (Radial glia-like cells) de type 1, caractérisée par un 

corps cellulaire dans la zone sous-granulaire avec une longue projection radiale s’infiltrant 

dans la couche granulaire du GD, et avec des ramifications complexe dans la couche 

moléculaire. Ces cellules souches de type 1 expriment notamment la protéine fibrillaire acide 

de la glie (GFAP, Glial Fibrillary Acidic Protein), les filaments intermédiaires de nestine et 

Sox2 (sex determining region Y-box2). Le maintien de la quiescence des cellules souches 

ainsi que du caractère hétérogène des cellules produites sont régulés par de nombreux 

éléments de la niche neurogénique, telle que la signalisation Notch. Les cellules souches 

restent majoritairement à un état de quiescence (Encinas et al., 2011), contrairement à lors de 

la neurogenèse embryonnaire, durant laquelle les cellules souches ont une capacité 

proliférative plus importante permettant ainsi la production rapide en quelques mois de 

milliards de neurones (Figure 7).  



39 
 

 

Figure 7 – Prolifération des cellules souches lors de la neurogenèse embryonnaire et de la neurogenèse adulte.  
Durant la neurogenèse embryonnaire, la majorité des cellules souches est activée, seule une partie entre en phase de 
quiescence. Lors de la neurogenèse adulte, la majorité des cellules souches est quiescente, seule une partie transite vers un 
état activé. (Boareto et al., 2017 pour revue) 

 Les progéniteurs neuraux intermédiaires sont des cellules souches de morphologie 

horizontale de type 2a et 2b. Les cellules progénitrices de type 2a expriment toujours les 

filaments intermédiaires de nestine ainsi que Sox2, mais elles n’ont plus du tout la même 

morphologie que les cellules de type 1, elles possèdent de courtes projections 

horizontales. Les cellules de type 2b n’expriment plus les filaments de nestine, mais 

commencent à exprimer les marqueurs de neuroblastes comme NeuroD (Neurogenic 

Differentiation) et Prox1 (Kuwabara et al., 2009; Lavado et al., 2010). Ces progéniteurs 

neuraux intermédiaires sont capables de produire plusieurs types cellulaires tels que des 

neurones mais aussi des cellules gliales : astrocytes ou oligodendrocytes (Bonaguidi et al., 

2011). La prolifération des cellules souches du GD conduit à l’addition d’environ 700 

neurones par jour par hippocampe chez l’Homme (Boldrini et al., 2018; Spalding et al., 2013) 

et à l’addition de quelques milliers de neurones par jour par hippocampe chez les rongeurs 

(Bordiuk et al., 2014; Cameron & McKay, 2001). 

II.2.2 Survie et différenciation 

 La phase de différenciation est le moment où les progéniteurs neuraux intermédiaires 

indifférenciés deviennent des cellules différenciées. Cette différenciation en neurones ou en 

cellules gliales (il s’agit dans ce cas de gliogenèse) est régulée par les astrocytes composant la 

niche neurogénique (Song et al., 2002). La majorité des progéniteurs neuraux se différencient 

en neuroblastes plutôt qu’en cellules gliales (Steiner et al., 2004), mais les facteurs 

déterminant cette différenciation ne sont pas encore identifiés. Seule la différenciation en 

neuroblastes sera abordée ici. Les neuroblastes sont des cellules de type 3 qui expriment 

NeuroD et Prox1 ou encore PSA-NCAM (Polysialated form of Neural Cell Adhesion 

Molecule). Cette étape repose sur les actions antagonistes de plusieurs gènes spécifiques, et 

notamment Notch. Ces neuroblastes nouvellement formés migrent dans la partie interne de la 

couche granulaire du GD, et commencent à développer de nouveaux prolongements : ces 
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cellules sortent du cycle cellulaire et se différencient en jeunes neurones immatures. Ces 

jeunes neurones immatures seront produits environ une semaine après la division de la cellule 

souche (Ghosh, 2019 pour revue; Lopez-Rojas & Kreutz, 2016). Cette différenciation suit les 

mêmes étapes que lors de la neurogenèse embryonnaire (Hochgerner et al., 2018) (Figure 8). 

 

Figure 8 – Les neurogenèses embryonnaire et adulte partage les mêmes étapes. Lors de la neurogenèse embryonnaire, 
les cellules souches du neuroépithélium (NE) prolifèrent dans la zone ventriculaire (VZ) du tube neural ; les cellules 
différenciées migrent ensuite selon leur devenir : les premiers neurones sont positionnés dans la zone marginale (MZ) et les 
cellules gliales dans la surface corticale (MA). Lors de la neurogenèse adulte, ces étapes de prolifération et de différenciation 
ont lieu dans la zone sous-granulaire dans le GD de l’hippocampe et la zone sous-ventriculaire (SVZ) située sur les parois des 
ventricules latéraux (Hochgerner et al., 2018; Kriegstein & Alvarez-Buylla, 2009 pour revue). 

 Seulement 25% des neuroblastes vont survivre et s’intégrer dans les circuits 

hippocampiques, les autres subissent l’apoptose principalement dans les 4 premiers jours 

après la différenciation en neuroblaste (Kempermann et al., 2003; Sierra et al., 2010). 

II.2.3 Maturation  

 Après leur différenciation, les jeunes neurones immatures étendent leurs axones le long des 

zones de projection des fibres moussues. Ces jeunes neurones développent ensuite leurs 

prolongements dendritiques apicaux dans la couche moléculaire, et de nombreuses synapses 

avec les fibres d’axones venant du cortex entorhinal vont être établies sur ces dendrites. Les 

épines dendritiques sont de plus en plus nombreuses entre la 3ème et la 4ème semaine après la 

division (Zhao et al., 2006). D’autre part, lors de la maturation, des changements d’expression 

de 2 co-transporteurs du chlore entraînent une diminution de la concentration intracellulaire 

de chlore des jeunes neurones. Cette concentration intracellulaire du chlore détermine les 

effets inhibiteurs ou excitateurs du GABA : l’effet du GABA qui est dépolarisant dès le stade 

de progéniteurs neuraux de type 2, essentiel à la maturation des jeunes neurones immatures, 
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est perdu (Esposito et al., 2005). Cette étape de maturation est similaire à celle de la 

neurogenèse embryonnaire, bien qu’elle semble plus rapide lors de la neurogenèse 

embryonnaire (Ben-Ari, 2007; Esposito et al., 2005 pour revue; Overstreet-Wadiche et al., 

2006). Environ 2 mois après leur division lors de la neurogenèse adulte, ces nouvelles cellules 

granulaires qui ont survécu et qui se sont intégrés dans le circuit trisynaptique de 

l’hippocampe deviennent indifférents aux neurones matures déjà existants. 

  Neurogenèse et antidépresseurs 

 La neurogenèse hippocampique adulte fait partie intégrante de l’homéostasie de 

l’hippocampe et serait un acteur important dans la dépression et sa guérison. Cette hypothèse 

se base notamment sur la constatation à maintes reprises en post-mortem d’une atrophie 

hippocampique chez des patients souffrant d’EDC, pouvant refléter une perte neuronale liée à 

une diminution de la neurogenèse hippocampique (Kempton et al., 2011). Elle se base 

également sur le lien entre l’augmentation des taux de glucocorticoïdes, pouvant être à 

l’origine d’EDC (voir chapitre I.2.3 pour l’hypothèse de l’origine inflammatoire de la 

dépression), et la diminution du BDNF, réduisant ainsi l’étape de prolifération de la 

neurogenèse hippocampique adulte. En effet, une étude in vitro sur cellules humaines indique 

qu’une faible concentration de cortisol augmente la prolifération des progéniteurs neuraux, 

tandis qu’une forte concentration de cortisol la réduit. Cette étude précise que l’utilisation 

d’un antagoniste des récepteurs aux minéralcorticoïdes, la spironolactone, ainsi que d’un 

antagoniste des récepteurs aux glucocorticoïdes, le RU486, a montré que ces effets sont 

dépendants des récepteurs aux minéralcorticoïdes et des minéralcorticoïdes, respectivement 

(Anacker et al., 2013). En revanche, une ablation de la neurogenèse hippocampique adulte 

seule n’induit pas de comportement de type dépressif chez la souris (Revest et al., 2009; Zou 

et al., 2015), bien qu’elle induit un phénotype anxieux (Revest et al., 2009). Au contraire, une 

seconde étude indique que la suppression de la neurogenèse n’induit pas de phénotype anxio-

dépressif, mais qu’en revanche, après un stress aigu, cette suppression exacerbe le phénotype 

anxio-dépressif (Snyder et al., 2011). Cette dernière étude suggère qu’un trouble de la 

neurogenèse hippocampique rendrait plus sensible aux effets du stress. 

 L’équipe de Boldrini a montré chez l’Homme que le traitement avec des antidépresseurs 

induisait une augmentation de la neurogenèse dans le GD (Boldrini et al., 2018; Boldrini et 

al., 2013). Ces résultats sont confirmés par des études précliniques menées chez des rongeurs. 

En effet, dans certaines souches d’animaux naïfs et non stressés, des traitements chroniques 
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par des antidépresseurs induisent une augmentation de la prolifération, de la survie et de la 

maturation des jeunes neurones (Santarelli et al., 2003; J. W. Wang et al., 2008).  

 La réponse à un traitement chronique d’antidépresseurs est partiellement affectée par une 

irradiation du GD par des rayons X, provoquant une ablation de la neurogenèse 

hippocampique, que ce soit chez des souris naïves (Santarelli et al., 2003), chez des souris 

soumises à un stress chronique imprédictible (Surget et al., 2008) ou encore dans le modèle 

CORT (David et al., 2009; Mendez-David et al., 2014). L’ablation de la neurogenèse 

hippocampique chez des primates non humains affecte également la réponse à la fluoxétine 

dans un modèle de stress chronique (Perera et al., 2011). Ceci implique donc que la 

neurogenèse hippocampique adulte est un des éléments nécessaires à la réponse aux 

antidépresseurs.  

 Si le traitement avec des antidépresseurs induit des effets neurogéniques, il induit aussi des 

effets comportementaux qui sont prédictifs d’une activité anxio-dépressive des 

antidépresseurs utilisés. Ceci est vérifié chez des souris 129 SvPas naïves avec un niveau de 

neurogenèse faible (Diaz et al., 2012) mais aussi dans les modèles d’anxiété/dépression 

(Tableau 3). De manière intéressante, après suppression de la neurogenèse par irradiation du 

GD aux rayons X, la fluoxétine perd son effet dans un test prédictif d’une activité mixte 

anxiolytique/antidépressive des antidépresseurs : le NSF (Mendez-David et al., 2014). Ceci 

démontre donc que ce test comportemental évalue l’effet neurogenèse-dépendant de la 

fluoxétine. 

Tableau 3 - Implication des jeunes neurones issus de la neurogenèse dans l’activité de type antidépressif des ISRS 
(David et al., 2010 pour revue). L’implication des jeunes neurones a été étudiée après irradiation aux rayons X, dans 
différents tests. 

Conditions Souche Test 
comportemental ISRS Effets Références 

Pas de stress 
129SvEv NSF Fluoxétine, 

imipramine 
Neurogenèse-

dépendants 
(Santarelli 
et al., 2003) 

BALB/cj FST, NIH Fluoxétine Neurogenèse-
indépendants 

(Holick et 
al., 2008) 

Stress 
chronique 
modéré 

imprédictible 

BALB/cj CS, ST, NSF, A Fluoxétine, 
imipramine 

Neurogenèse-
dépendants (CS, ST, 

NSF) / indépendants (A) 
(Surget et 
al., 2008) 

CORT C57BL/6Ntac NSF, OF, FST Fluoxétine 
Neurogenèse-

dépendants (NSF) /  
indépendants (OF, FST) 

(David et al., 
2009) 

NIH = Novelty Induced Hypophagia; SC = Sucrose Consumption; CS = Coat State; A = Actimeter 
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 D’un point de vue anatomique le GD dorsal et le GD ventral apparaissent comme deux 

structures fonctionnellement distinctes. Chez l’homme, dans le GD antérieur qui est 

l’équivalent du GD ventral chez les rongeurs, il a été démontré post-mortem que la densité de 

cellules granulaires était plus faible chez les patients dépressifs non traités vis-à-vis des 

patients sains (Boldrini et al., 2014). Ce n’est pas le cas dans le GD postérieur (Boldrini et al., 

2014), l’équivalent du GD dorsal chez les rongeurs. De plus, les patients traités avec des 

antidépresseurs présentent une densité de cellules granulaires supérieure à celle des patients 

dépressifs non traités. De manière intéressante, ces mêmes paramètres ne sont pas modifiés 

dans le GD postérieur (Boldrini et al., 2013). Ces données sont corroborées chez le rongeur. 

Chez des souris soumises à un stress chronique imprédictible, la prolifération des jeunes 

neurones est diminuée uniquement dans le GD ventral, et non dans le GD dorsal (Tanti et al., 

2012). D’autre part, le GD ventral est lié notamment aux comportements anxieux. En effet, la 

stimulation optogénétique des cellules granulaires du GD ventral induit un effet anxiolytique 

qui n’est pas observé lorsque la même stimulation est appliquée dans le GD dorsal (Kheirbek 

et al., 2013). Ainsi, de par son rôle crucial dans la pathologie dépressive et de par sa réponse 

particulière aux traitements aux antidépresseurs, nous nous sommes intéressés à la subdivision 

ventrale du GD. 

 La neurogenèse hippocampique adulte est donc un acteur important dans les EDC et leur 

guérison. Si les jeunes neurones issus de la neurogenèse adulte hippocampique dans le GD 

ventral sont impliqués, les mécanismes par lesquels ils interviennent ne sont cependant pas 

encore complètement élucidés. Les récepteurs NMDA du glutamate de ces jeunes neurones et 

leur composition, de plus en plus étudiés ces dernières années, pourraient être des acteurs 

essentiels de ces mécanismes. 

 Importance de la sous-unité GluN2B du récepteur NMDA des jeunes 

neurones 

  Généralités sur le récepteur NMDA du glutamate 

 Le récepteur NMDA du glutamate est un récepteur ionotropique. Il est couplé à un canal 

ionique pouvant s’ouvrir et se fermer pour permettre le passage de cations, principalement les 

ions Ca2+. L’ouverture du récepteur NMDA est bloquée au potentiel de repos par un ion Mg2+, 

qui peut être libéré en cas de dépolarisation du potentiel membranaire (Nowak et al., 1984). 

L’ouverture dépend également de la liaison du ligand au récepteur, le glutamate, ainsi que de 

la liaison d’un co-agoniste sur le site glycine (Wood, 1995). Le glutamate se lie à la sous-
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unité GluN2, et la glycine ou la D-sérine sur la sous-unité GluN1 (Yu & Lau, 2018). Dans 

l'hippocampe, la D-sérine serait le co-agoniste préférentiel des récepteurs NMDA 

synaptiques, et la glycine celui des récepteurs NMDA extra-synaptiques (Papouin et al., 2012) 

(Figure 9). 

 

Figure 9 - Le récepteur NMDA du glutamate est un récepteur ionotropique composé de 4 sous-unités. Au potentiel de 
repos, il est bloqué par un ion Mg2+. De plus, l’ouverture du canal ionique est régulée par la liaison simultanée d’un ligand 
sur le site NMDA ainsi que de celle sur le site glycine/D-sérine.  

 Le récepteur NMDA du glutamate est un hétérotétramère, composé de 4 sous-unités. Pour 

être fonctionnel, ce récepteur doit être composé de 2 sous-unités GluN1. Dans le système 

nerveux central, les récepteurs NMDA sont des tétramères majoritairement constitués de 2 

sous-unités GluN1 et 2 sous-unités GluN2. Cette famille des sous-unités GluN2 est constituée 

de 4 membres : GluN2A, GluN2B, GluN2C et GluN2D. Les récepteurs NMDA forment des 

tétramères hétérodimériques (par exemple avec 2 sous-unités GluN1 et 2 sous-unités 

GluN2B) ou hétérotrimériques (par exemple avec 2 sous-unités GluN1, 1 sous-unité GluN2A 

et 1 sous-unité GluN2B). Dans les neurones pyramidaux de l’hippocampe, les sous-unités 

GluN2A et GluN2B sont majoritaires (Rauner & Kohr, 2011). Cela semble également être le 

cas dans les cellules granulaires de l’hippocampe (Kannangara et al., 2014; Kheirbek et al., 

2012). Dans les neurones pyramidaux de la CA1, les sous-unités GluN2A et GluN2B du 

récepteur NMDA sont localisées respectivement sur les récepteurs synaptiques et extra-



45 
 

synaptiques (Papouin et al., 2012). La sous-unité GluN2B est majoritairement exprimée dans 

l’hippocampe dans le cerveau embryonnaire. Quelques semaines après la naissance, 

l’expression de la sous-unité GluN2A augmente, à l’inverse de l’expression de la sous-unité 

GluN2B. De la même façon que lors du développement, les récepteurs NMDA des jeunes 

neurones issus de la neurogenèse adulte hippocampique exprimeraient de façon plus 

importante cette sous-unité GluN2B (Canales, 2016; Doan et al., 2019 pour revue). La 

quantification de ce phénomène est complexe du fait de la composition hétérodimérique ou 

hétérotrimérique des récepteurs NMDA, pouvant ainsi passer par exemple de récepteurs avec 

2 sous-unités GluN2B à des récepteurs avec 1 sous-unité GluN2A et 1 sous-unité GluN2B. 

Une identification par immunohistochimie de ces sous-unités semble donc difficile à 

quantifier, puisque malgré la diminution de l’expression de la sous-unité GluN2B, la cellule 

serait tout autant identifiée comme possédant la sous-unité GluN2B ; la quantification de ce 

phénomène ne semble pas avoir été réalisée à ce jour. 

 Dans cette thèse, le Ro25-6981, un antagoniste non compétitif sélectif de la sous-unité 

GluN2B, a été utilisé. Il est 5000 fois plus sélectif pour la sous-unité GluN2B que pour la 

sous-unité GluN2A. En effet, une étude in vitro a montré sur ovocytes de xénope dont des 

récepteurs NMDA expriment soit la sous-unité GluN2B soit la sous-unité GluN2A que le 

Ro15-6981 possède une concentration inhibitrice médiane (CI50) de 0,009 µmol/L pour les 

récepteurs NMDA contenant la sous-unité GluN2B, et une CI50 de 52 µmol/L pour les 

récepteurs NMDA contenant la sous-unité GluN2A (Fischer et al., 1997). Après liaison du 

glutamate au récepteur NMDA, la liaison sélective du Ro25-6981 sur la sous-unité GluN2B 

entraîne des modifications conformationnelles au niveau du domaine amino-terminal (au 

niveau extracellulaire) du récepteur et entraîne la fermeture du canal ionique (Zhu et al., 

2016). Le site de liaison allostérique de cet antagoniste sélectif est situé en dehors du canal 

ionique (Lu et al., 2017) (Figure 9), contrairement à d’autres antagonistes non compétitifs du 

récepteur NMDA telle que la kétamine, dont le site de liaison, qu’elle partage avec la 

phencyclidine, se situe à l’intérieur du canal ionique. En outre, ce site phencyclidine recouvre 

partiellement le site de fixation du Mg2+ ce qui implique dans ce cas, que la fixation de 

l’antagoniste n’est possible qu’après libération de l’ion Mg2+ (Lu et al., 2017). 
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  Rôle des jeunes neurones dans les fonctions hippocampiques : Lien avec les 

récepteurs NMDA contenant la sous-unité GluN2B 

 La composition du récepteur NMDA, et notamment l’identité des sous-unités GluN2, 

influence les propriétés fonctionnelles du récepteur du glutamate. Chez des patients atteints 

d’EDC, l’expression des sous-unités GluN2A et GluN2B est diminuée dans le cortex 

préfrontal (Feyissa et al., 2009). La sous-unité GluN2B nous a plus particulièrement intéressés 

car elle semble jouer un rôle important dans les effets antidépresseurs. L’utilisation d’un 

modèle de souris génétiquement modifiées chez lesquelles la sous-unité GluN2B est 

supprimée dans les neurones pyramidaux du néocortex et de l’hippocampe montre 

l’importance de cette sous-unité dans la physiopathologie des EDC ainsi que dans les 

traitements antidépresseurs (O. H. Miller et al., 2014). En effet, dans cette étude, en l’absence 

de la sous-unité GluN2B, l’administration de corticostérone n’induit plus d’augmentation du 

temps d’immobilité dans le TST. D’autre part, un effet de type antidépresseur est mis en 

évidence dans le labyrinthe en croix surélevé, chez ces souris génétiquement modifiées par 

rapport à des souris contrôles. Dans une autre étude, le Ro25-6981, antagoniste sélectif de la 

sous-unité GluN2B, a été administré localement dans le cortex médian préfrontal chez des 

souris C57BL/6J. Cette administration locale conduit à un effet de type antidépresseur dans le 

FST (Kiselycznyk et al., 2015). L’effet d’un autre antagoniste sélectif de la sous-unité 

GluN2B, l’ifenprodil, a été étudié après une administration unique par voie intrapéritonéale 

chez des rats soumis à un stress chronique imprédictible. Cet antagoniste de la sous-unité 

GluN2B conduit aussi à un effet de type antidépresseur dans le FST (Yao et al., 2020). Des 

modulateurs allostériques négatifs de la sous-unité GluN2B ont également montré un effet de 

type antidépresseur (Marcin et al., 2018), notamment dans le FST ou bien dans le NSF chez la 

souris naïve (Bristow et al., 2017). Une étude clinique pilote a également étudié l’efficacité 

d’un antagoniste sélectif de la sous-unité GluN2B, le MK-0657, chez des patients résistants 

aux traitements antidépresseurs. Bien que l’essai ne se soit tenu que sur peu de patients, il 

indique un effet antidépresseur du MK-0657 lors d’une évaluation des symptômes par le 

soignant avec l’échelle de dépression d’Hamilton, ainsi que lors d’une auto-évaluation dans 

l’inventaire de dépression de Beck, mais pas lors d’une évaluation avec l’échelle 

Montgomery-Åsberg Depression Rating Scale (Ibrahim et al., 2012). Le rôle précis de cette 

sous-unité GluN2B n’est cependant pas encore complètement bien compris. Nous avons 

discuté les propriétés qu’imprime la présence de cette unité GluN2B dans les jeunes neurones 

du GD de l’hippocampe dans la revue ci-dessous. 
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 Dans cette revue « Role of adult-born granule cells in the hippocampal functions: 

focus on the GluN2B-containing NMDA receptors » (Article 1), je me suis intéressée au 

rôle important des récepteurs NMDA contenant la sous-unité GluN2B dans les propriétés 

spécifiques des jeunes neurones, aux niveaux électrophysiologique, comportemental et 

neurochimique. La présence de cette sous-unité contribuerait en partie aux propriétés 

spécifiques électrophysiologiques des jeunes neurones durant la période de 4 à 6 semaines 

après division. La présence du GluN2B dans les jeunes neurones durant cette période 

contribuerait également à l’effet comportemental neurogenèse-dépendant des ISRS. En effet, 

après délétion de cette sous-unité dans les jeunes neurones dans un modèle de souris 

génétiquement modifié, les effets de la fluoxétine sont atténués dans le NSF, tandis que cette 

délétion n’affecte pas des tests comportementaux neurogenèse-indépendants tel que l’EPM ou 

le TST (Tannenholz et al., 2016). La même équipe avait montré que l’ablation de la sous-

unité GluN2B dans les jeunes neurones dans ce même modèle de souris génétiquement 

modifiée naïve empêche une bonne discrimination fine de contextes dans le test de 

conditionnement à la peur (Kheirbek et al., 2012). Ainsi, l’expression importante de cette 

sous-unité dans cette population spécifique durant une période critique de 4 à 6 semaines 

après division contribuerait aux effets comportementaux neurogenèse-dépendant. (Doan et al., 

2019).   
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 Depuis la publication de revue, de nouveaux éléments dans la littérature permettent de 

préciser différents points : 

 

 Dans un article paru en 2020, l’intégration des jeunes neurones dans les réseaux inhibiteurs 

locaux a été étudiée par optogénétique (Groisman et al., 2020). Cette étude précise la 

chronologie de la synaptogenèse GABAergique à l’origine du GABA qui engendre des 

dépolarisations, après division des cellules souches. Les interneurones à parvalbumine ou les 

interneurones à somatostatine ont été stimulés (pulses de 447 nm, avec une puissance 

inférieure à 150 mW, d’une durée de 0,2 ms à une fréquence de 0,07 Hz) durant un 

enregistrement en cellule entière. Les jeunes neurones recevront des afférences de ces 2 types 

d’interneurones. La stimulation des interneurones à parvalbumine se traduit par une 

augmentation des courants inhibiteurs post-synaptiques dans les jeunes neurones, qui est 

abolie par un antagoniste du récepteur GABAA, la picrotoxine. Ces courants s’observent déjà 

faiblement chez les jeunes neurones qui se sont divisés depuis 2 semaines. Ils sont observés 

plus rapidement et avec une amplitude bien plus importante chez les jeunes neurones qui se 

sont divisés depuis 4 à 6 semaines. Ils sont similaires aux courants des neurones matures après 

6 semaines. Ces courants liés aux interneurones à parvalbumine auraient une origine 

périsomatique. La stimulation des interneurones à somatostatine se traduit également par des 

courants inhibiteurs post-synaptiques dans les jeunes neurones, dès 2 à 3 semaines après 

division, mais ils sont lents et avec une faible amplitude. Plus tardivement seulement, chez les 

jeunes neurones qui se sont divisés depuis 8 semaines, ils sont similaires aux courants des 

neurones matures. Les interneurones à somatostatine engendreraient ces courants par des 

synapses situées au niveau des dendrites des jeunes neurones. Ainsi, dans la revue, la 

compétition synaptique des jeunes neurones avec les neurones matures pour la voie perforante 

en provenance du cortex entorhinal est bien décrite. Ces nouvelles données indiquent que les 

jeunes neurones reçoivent également des afférences d’interneurones à parvalbumine ainsi que 

d’interneurones à somatostatine. Ces interneurones à parvalbumine se projettent sur les jeunes 

neurones au niveau de leur soma. Ces synapses commencent à se former chez les jeunes 

neurones divisés depuis 2 semaines, ce processus est lent, et la connectivité sera mature sur 

les jeunes neurones divisés depuis 6 semaines. De la même façon, les interneurones à 

somatostatine se projettent sur les jeunes neurones, au niveau de leurs dendrites. Ces synapses 

se forment dès 2 à 3 semaines après division mais ne seront matures que après 8 semaines 

après division des jeunes neurones. Ces données apportent des informations supplémentaires 
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sur l’intégration des jeunes neurones, dont seule l’afférence du cortex entorhinal avait été 

décrite. 

 

 L’intégration des jeunes neurones en lien avec les neurones matures a été étudiée 

également dans un article de Luna paru en 2019 (Luna et al., 2019), qui a fait l’objet d’un 

éditorial (Llorens-Martin, 2019). Ils ont étudié les interactions entre les jeunes neurones et les 

neurones matures selon l’origine de la stimulation : par le cortex entorhinal latéral et par le 

cortex entorhinal médian. Lors d’un enregistrement en cellule entière en courant imposé afin 

de stimuler le cortex entorhinal latéral ou le cortex entorhinal médian, cette étude a mis en 

évidence que la réponse des jeunes neurones par la voie perforante latérale avait une 

fréquence réduite de potentiels d’action par rapport à celle par la voie perforante médiane. En 

réponse à cette dernière voie, les jeunes neurones se dépolarisent plus rapidement, et les 

jeunes neurones sont plus nombreux à produire des potentiels d’action. Après inhibition des 

jeunes neurones (par illumination optogénétique avec une longueur d’ondes de 532 nm, avec 

une puissance de 200 mW), la mesure moyenne des potentiels synaptiques des neurones 

matures augmente après la stimulation de la voie perforante latérale, tandis qu’elle diminue 

après la stimulation de la voie perforante médiane. Cela indique qu’après stimulation de la 

voie perforante latérale, les jeunes neurones semblent inhiber les neurones matures. Après 

stimulation de la voie perforante médiane, les jeunes neurones semblent stimuler les neurones 

matures. Cette stimulation serait liée à une libération de glutamate par les jeunes neurones.  

 Les auteurs ont approfondi les origines de l’inhibition des neurones matures par les jeunes 

neurones. Ce lien entre les jeunes neurones et les matures a ensuite été étudié par rajout de 

bicuculline, un antagoniste des récepteurs GABAA. Aucun effet n’a été constaté sur 

l’inhibition des neurones matures par les jeunes neurones. Rien n’est constaté non plus sur les 

potentiels inhibiteurs post-synaptiques des jeunes neurones après rajout d’un antagoniste des 

récepteurs au glutamate NMDA ou AMPA. Il semblerait donc que le lien entre les jeunes 

neurones et les neurones matures soit direct, plutôt qu’indirect et impliquant un interneurone, 

comme nous l’avions conclu dans la revue. En revanche, ces potentiels inhibiteurs post-

synaptiques des jeunes neurones sont bloqués par la tertiapine, un antagoniste de canaux K+ 

rectifiant entrant couplé à une protéine G (GIRK), ainsi que par le LY341495, un antagoniste 

des récepteurs métabotropiques du glutamate du groupe II. Ainsi, les jeunes neurones seraient 

responsables des potentiels inhibiteurs post-synaptiques par des récepteurs métabotropiques 

du glutamate mGluR2 couplés à des canaux K+ GIRK. Lors d’une faible libération de 
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glutamate par les jeunes neurones (par stimulation optogénétique avec des pulses de 473 nm, 

avec une puissance de 100 mW, d’une durée de 1 ms), l’amplitude des potentiels excitateurs 

post-synaptiques diminue, tandis que celles des potentiels inhibiteurs post-synaptiques 

augmente de façon importante. Le rajout de LY341495 après stimulation de la voie perforante 

latérale et inhibition des jeunes neurones empêche bien l’augmentation (vue précédemment) 

de la mesure moyenne des potentiels synaptiques des neurones matures. Le rajout d’acide 

amino-5-phosphonovalérique (AP-5), un antagoniste des récepteurs NMDA, n’a pas eu cet 

effet. A l’inverse, l’utilisation d’AP-5 après stimulation de la voie perforante médiane et 

inhibition des jeunes neurones empêche bien la diminution (vue précédemment) de la mesure 

moyenne des potentiels synaptiques des neurones matures ; le rajout de LY341495 n’affecte 

pas cette mesure. Les auteurs ont donc émis les hypothèses suivantes (Figure 10) : 

- Une faible libération de glutamate par les jeunes neurones favorise l’inhibition des 

neurones matures, via les récepteurs métabotropiques du glutamate mGluR2 couplés à 

des canaux K+ GIRK, qui ont une forte affinité pour le glutamate. Cette faible 

libération de glutamate surviendrait en réponse à la stimulation du cortex entorhinal 

latéral. Cette inhibition serait donc directement liée aux jeunes neurones, et non pas à 

un interneurone intermédiaire. 

- Une libération importante de glutamate par les jeunes neurones favorise l’excitation 

des neurones matures, via les récepteurs NMDA. Cette importante augmentation de 

glutamate surviendrait en réponse à la stimulation du cortex entorhinal médian. 
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Figure 10 - Contrôle de l’activité électrique des jeunes neurones et des neurones matures dans le GD de l’hippocampe 
par le cortex entorhinal (d'après Llorens-Martin, 2019). Après stimulation du cortex entorhinal latéral, la faible libération 
de glutamate par les jeunes neurones favorise l’inhibition des neurones matures, via les récepteurs métabotropiques du 
glutamate couplés à des canaux K+ GIRK, qui ont une forte affinité pour le glutamate. Après stimulation du cortex entorhinal 
médian, la libération importante de glutamate par les jeunes neurones favorise l’excitation des neurones matures, via les 
récepteurs NMDA. 

 Cet article précise ainsi les projections des jeunes neurones vers les neurones matures, et 

notamment les récepteurs impliqués entre les jeunes neurones et les neurones matures, 

responsables d’une inhibition directe, après libération de glutamate. Il réfute la présence d’un 

interneurone intermédiaire entre les jeunes neurones et les neurones matures, car les potentiels 

inhibiteurs post-synaptiques des jeunes neurones n’ont pas été affectés par l’ajout de NBQX, 

d’AP-5 et de bicuculline. Pourtant, le même groupe d’auteurs avait montré que l’application 

de NBQX et d’AP-5 réduisait bien ces potentiels inhibiteurs post-synaptiques des jeunes 

neurones (Drew et al., 2016). Dans ce dernier article, ces potentiels inhibiteurs post-

synaptiques ne sont pas totalement réduits : leur amplitude est seulement réduite de 75% 

environ. Il semble donc y avoir la majorité de l’amplitude des potentiels inhibiteurs post-

synaptiques dépendante de récepteurs glutamatergiques, et environ 25% de cette amplitude 

qui ne dépend pas d’un interneurone. La courbe du courant potentiel de ces courants résiduels 

rappelle une courbe caractéristique de récepteurs GABAA, lorsque les potentiels de membrane 

sont dépolarisés (supérieur à – 70 mV et jusqu’à + 20 mV). L’amplitude devient nulle 

seulement après l’ajout d’un bloqueur des canaux Na+ ou lorsque la concentration 

extracellulaire de calcium est mise à 0 mmol/L, en plus de l’ajout de NQBX et d’AP-5. Ainsi, 
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les auteurs concluent à un lien direct entre les jeunes neurones et les neurones matures, qui 

serait lié à une libération directe entre ces neurones de GABA. Ces potentiels inhibiteurs post-

synaptiques dépendants du GABA s’observeraient une fois les neurones matures dépolarisés.  

 Ces 2 articles du même groupe d’auteur sont donc en accord sur le fait qu’il existe un lien 

direct d’inhibition entre les jeunes neurones et les neurones matures. Concernant la nature de 

ce lien direct, il semblerait donc qu’au potentiel membranaire de repos des cellules 

granulaires, les jeunes neurones induisent des potentiels post-synaptiques inhibiteurs 

principalement par les récepteurs métabotropiques du glutamate mGluR2 couplés à des 

canaux K+. Lorsque les neurones matures sont dépolarisés par d’autres stimuli, des potentiels 

inhibiteurs dépendant du GABA seraient en plus induits. Concernant l’existence d’un lien 

indirect entre les jeunes neurones et les matures impliquant un interneurone GABAergique 

montré dans l’article de Drew, elle pourrait dépendre de l’utilisation d’environnement enrichi, 

qui affecte la connectivité des jeunes neurones (Bergami et al., 2015), ce qui expliquerait donc 

que dans l’expérience de Luna et collaborateurs sans environnement enrichi, ce lien indirect 

ne soit pas retrouvé.  
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 Objectifs 

 Les EDC constituent un des troubles mentaux les plus fréquents. Ils sont désormais la 

première cause d’incapacité dans le monde, pouvant conduire au suicide. Les ISRS sont la 

classe d’antidépresseurs la plus prescrite dans la prise en charge des EDC, ils agissent en 

bloquant sélectivement le transporteur sérotoninergique. Cependant, ils ont un délai d’action 

retardé lié au délai de désensibilisation fonctionnelle des autorécepteurs 5-HT1A/1B. Des études 

précliniques ont montré que l’augmentation graduelle de la transmission sérotoninergique est 

mesurable avant les effets comportementaux complets des ISRS. Ainsi, la transmission 

sérotoninergique n’explique pas à elle seule le délai d’action retardé des ISRS, et d’autres 

facteurs doivent également être impliqués. Il a été montré qu’une administration chronique 

par les ISRS améliore les différentes étapes de la neurogenèse hippocampique adulte ayant 

lieu dans le GD, et qu’à l’inverse, une perturbation de cette neurogenèse affecte cette réponse 

des ISRS. Les jeunes neurones issus de cette neurogenèse présentent une période critique au 

cours de l’étape de maturation, 4 à 6 semaines après division. Durant cette période critique, 

les jeunes neurones ont notamment une plus grande excitabilité, avec une induction de LTP 

facilitée et une amplitude de LTP plus grande. De manière coïncidente, les jeunes neurones 

influencent la réponse des ISRS durant cette période. Nous nous sommes intéressés à cette 

relation étroite entre jeunes neurones issus de la neurogenèse hippocampique adulte et 

traitement antidépresseur.  

 Ces jeunes neurones s’intègrent dans les circuits neuronaux du GD et influencent les effets 

comportementaux des ISRS. Ainsi, nous nous sommes intéressés à la neurotransmission dans 

le GD ventral, qui pourrait être responsable de ces effets comportementaux des jeunes 

neurones : Bien que les éventuelles modifications de neurotransmission dans le GD ventral 

suite à une administration chronique par un ISRS pourraient ne pas être uniquement en lien 

avec la neurogenèse adulte hippocampique, il est probable que l’augmentation des différentes 

étapes de la neurogenèse hippocampique adulte (suite à cette administration chronique par un 

ISRS) change la neurotransmission dans le GD ventral, afin d’obtenir ces effets sur le 

comportement. Ainsi, les variations de la neurotransmission dans le GD ventral suite à un 

traitement chronique avec un ISRS pourraient refléter en partie l’influence des jeunes 

neurones. Le premier objectif de ce travail a été d’évaluer les transmissions 

glutamatergique et GABAergique dans le GD ventral après un traitement chronique 

avec la fluoxétine. 
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 Bien que son implication ne soit pas complètement comprise, la sous-unité GluN2B du 

récepteur NMDA du glutamate semble jouer un rôle important dans les effets antidépresseurs. 

Plus particulièrement, l’expression importante de cette sous-unité GluN2B dans les jeunes 

neurones, à un stade de développement critique, est impliquée dans leurs propriétés 

spécifiques électrophysiologiques et comportementales durant la période critique 4 à 6 

semaines après division. Nous avons souhaité explorer le rôle de cette sous-unité GluN2B 

dans les jeunes neurones sur la neurotransmission dans le GD ventral ainsi que sur le 

comportement, en utilisant une approche pharmacologique. L’administration locale d’un 

antagoniste sélectif des récepteurs NMDA contenant la sous-unité GluN2B, le Ro25-6981, 

dans la région où les jeunes neurones s’intègrent devrait inhiber les récepteurs NMDA 

contenant la sous-unité GluN2B des jeunes neurones. L’inhibition de leur activité électrique 

médiée par la sous-unité GluN2B devrait alors nous permettre d’explorer le rôle de cette sous-

unité GluN2B. Afin de cibler les jeunes neurones, nous avons administré le Ro25-6981 

localement dans le GD ventral. Le second objectif de ce travail a été d’étudier les 

modifications des transmissions glutamatergique et GABAergique dans le GD ventral 

ainsi que les effets comportementaux de l’injection locale du Ro25-6981, après un 

traitement chronique avec la fluoxétine dans un modèle d’anxiété/dépression (Article 2). 

 Les expériences précédentes ont ainsi permis uniquement l’apport d’informations 

prédictives sur l’implication des jeunes neurones : Dans le premier objectif, les variations 

neurochimiques observées peuvent aussi refléter d’un effet de la fluoxétine, indépendant de la 

stimulation des jeunes neurones dans le GD ; dans le second objectif, les variations 

neurochimiques observées peuvent également refléter l’effet de l’inhibition de l’activité 

électrique de cellules différentes des jeunes neurones. Nous avons donc voulu explorer 

l’implication sélective des jeunes neurones dans les variations neurochimiques dans le GD 

ventral que nous avons mises en évidence. Pour cela, nous avons manipulé l’activité 

électrique des jeunes neurones durant la période critique en utilisant une approche 

d’optogénétique. Nous avons réalisé une étude neurochimique en relation avec le 

comportement neurogenèse-dépendant suite à la stimulation ou à l’inhibition des jeunes 

neurones après un traitement chronique avec un ISRS. Le troisième objectif de ce travail a 

été d’étudier les modifications des transmissions glutamatergique et GABAergique dans 

le GD ventral produites sélectivement par les jeunes neurones suite à un traitement par 

la fluoxétine. 
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MATÉRIELS ET MÉTHODES 
 



74 
 

 Durant ma thèse, j’ai principalement utilisé 3 techniques : les tests comportementaux, la 

technique de microdialyse in vivo et l’optogénétique. J’ai tout d’abord maîtrisé chaque 

technique séparément, puis j’ai utilisé ces techniques en combinaison : la microdialyse in vivo 

avec un test comportemental (le Novelty Suppressed Feeding), l’optogénétique avec un test 

comportemental (l’Open Field), et enfin l’ensemble des 3 techniques ensemble durant un 

NSF. 

 Animaux 

 Fond génétique et conditions d’élevage des souris 

 Des souris 129SvPas mâles, âgées de 8 semaines (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, 

France), ont été utilisées pour répondre au premier objectif. Cette souche possède un niveau 

basal de neurogenèse faible (David et al., 2010 pour revue; Kempermann et al., 1997), 

pouvant être fortement induite suite au traitement par la fluoxétine dans toutes les étapes de la 

neurogenèse (Diaz et al., 2012). 

 Des souris 129SV/BL6 mâles, fond génétique des souris génétiquement modifiées utilisées 

pour les expériences d’optogénétique, ont été utilisées dans toutes les autres expériences. 

Cette souche mixte a été utilisée pour répondre au second et au troisième objectif afin 

d’obtenir des résultats comparables.  

 Les animaux ont été hébergés au sein de la plateforme AnimEx à la Faculté de Pharmacie 

de Châtenay-Malabry, et maintenus dans des conditions standards (température de 22 ± 1 °C 

avec un cycle jour/nuit de 12h /12h non inversé, avec eau de boisson et nourriture accessibles 

ad libitum). 

 Souris tissus-spécifiques Nestine-CreERT2/ChR2-YFP et Nestine-CreERT2/Arch-

GFP pour l’étude d’optogénétique 

I.2.1 Génération des lignées 

 La lignée de souris Nestine-CreERT2, créée par l’équipe du Pr René Hen de l’Université 

de Columbia, New York, USA (Dranovsky & Hen, 2006) a été transférée à l’animalerie 

AnimEx à la Faculté de Pharmacie. L’enzyme Cre (cyclization recombination) est une 

recombinase permettant de retirer de l’ADN une séquence nucléotidique encadrée de 

2 séquences loxP (sites de 34 paires de base). Pour permettre le contrôle spatial de 

l’expression de Cre, la région promotrice Nestine est insérée dans la construction génétique, 
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pour l’exprimer spécifiquement dans les cellules souches neurales (Dranovsky & Hen, 2006). 

L’enzyme a été fusionnée à une forme mutée du récepteur humain aux œstrogènes (ERT2) afin 

d’obtenir la protéine fusion CreERT2, conférant à ce système l’avantage d’être inductible dans 

le temps après administration de 2 mg par jour de tamoxifène durant 5 jours (Sahay et al., 

2011). Ainsi, la mutation n’est donc pas exprimée à la naissance des animaux, mais est induite 

durant la période propice à l’étude. 

 Les lignées de souris ChR2-YFP et Arch-GFP, fournies par l’équipe du Pr René Hen et 

créées par l’équipe du Dr Zeng (Madisen et al., 2012), ont été transférées à l’animalerie 

AnimEx à la Faculté de Pharmacie. Ces animaux portent la construction permettant 

l’expression de la Channelrhodopsine 2 (ChR2) -YFP ou de l’Archaerhodopsine (Arch) -GFP, 

avec un codon stop floxé en amont du gène. 

 

 Plusieurs croisements successifs sont nécessaires pour obtenir les souris tissus-spécifiques 

inductibles. Les souris Nestine-CreERT2 ont été croisées avec les souris ChR2-YFP ainsi 

qu’avec les Arch-GFP. Un second croisement a été effectué entre les animaux obtenus afin 

d’obtenir des souris Nestine-CreERT2-/+/ChR2-YFP+/+ et des souris Nestine-CreERT2-/+/Arch-

GFP+/+ (Figure 11), qui seront mentionnées par la suite Nestine-ChR2 et Nestine-Arch 

respectivement. Les souris doivent être hétérozygotes pour le gène de la protéine fusion 

CreERT2 afin d’éviter une hyper expression de la recombinase Cre qui induirait des délétions 

ectopiques (Sun et al., 2014); le gène de l’opsine doit être présent à l’état homozygote afin 

d’assurer l’expression de l’opsine. Les autres souris nées de ce croisement et n’exprimant pas 

le génotype ci-dessus ont été considérées comme sauvages (WT, Wild Type) et utilisées 

comme contrôles. L’obtention des souris Nestine-ChR2 et Nestine-Arch est donc laborieuse 

du fait de l’obtention de nombreux animaux contrôles par ces croisements. 
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Figure 11 – Croisements nécessaires pour l’obtention des souris Nestine-CreERT2-/+/ChR2-YFP+/+ et Nestine-CreERT2-

/+/ Arch-GFP+/+. Seules les souris avec un génotype hétérozygote pour CreERT2 et homozygote pour le gène de l’opsine 
sont utilisées pour stimuler ou inhiber les jeunes neurones par optogénétique. Les souris n’exprimant pas CreERT2 ou 
seulement hétérozygote pour le gène ou l’opsine ou bien n’exprimant pas le gène de l’opsine sont considérées comme 
sauvages.  
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 Ainsi, chez les souris générées, l’excision du codon stop chez les souris Nestine-

CreERT2/ChR2-GFP permettra l’expression spécifiquement dans les cellules souches neurales 

de ChR2, canal sodique sensible à la lumière d’une longueur d’onde de 470 nm. L’entrée 

d’ions sodium après l’ouverture de ce canal ionique par la lumière génère alors une 

dépolarisation de la cellule et ainsi une stimulation de l’activité électrique de celle-ci. Le 

couplage avec une protéine fluorescente jaune (Yellow Fluorescent Protein, YFP) permettra la 

mise en évidence histologique de l’expression de l’opsine. L’excision du codon stop chez les 

souris Nestine-CreERT2/Arch-GFP permettra l’expression spécifiquement dans les cellules 

souches neurales de Arch, pompe à protons sensible à la lumière à 565 nm. L’activation de 

cette pompe par la lumière induit la sortie de protons et génère alors une hyperpolarisation de 

la cellule, conduisant à une inhibition de celle-ci. Le couplage avec une protéine fluorescente 

verte (Green Fluorescent Protein, GFP) permettra la mise en évidence histologique de 

l’expression de l’opsine. Ces différentes lignées de souris ont été maintenues par nos soins 

dans des conditions standards à la plateforme AnimEx. 

 

I.2.2 Induction de l’expression de l’opsine 

I.2.2.a Préparation du tamoxifène 

 Le tamoxifène (Sigma-Aldrich) a été administré par voie intrapéritonéale, une fois par jour 

pendant 5 jours consécutifs. Chaque souris recevra une dose totale de 10 mg (Sahay et al., 

2011). Une solution concentrée à 10 mg/mL a été préparée par dilution du tamoxifène dans de 

l’éthanol 100%, puis dissous dans de l’huile de maïs (en proportion 10%/90% 

respectivement). La solution obtenue est ensuite agitée pendant 5 minutes, puis laissé à 37 °C 

durant environ 10 minutes pour faire disparaître les bulles. Cette solution finale est conservée 

à 4 °C et utilisée pour tous les jours d’injection. Chaque animal reçoit une injection 

quotidienne de 200 µL indépendamment de son poids (Sahay et al., 2011). 

I.2.2.b Mécanisme moléculaire de l’expression spécifique de l’opsine 

 Les souris Nestine-ChR2 et les souris Nestine-Arch permettent respectivement 

l’expression de ChR2-YFP et l’expression de Arch-GFP de manière tissus-spécifique dans les 

jeunes neurones issus de la neurogenèse, au temps voulu. La protéine de fusion CreERT2 est 

exprimée dans le cytoplasme des cellules qui expriment Nestine, et elle ne peut pas rentrer 

dans le noyau. Ce n’est qu’après administration du tamoxifène (antagoniste des récepteurs aux 

œstrogènes) et après sa liaison à la forme mutée du récepteur à l’œstrogène que le complexe 
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Nestine-CreERT2 peut rentrer dans le noyau. Une fois dans le noyau, CreERT2 reconnaît les 

sites loxP autour du codon stop précédant la séquence pour l’opsine. Le codon stop est alors 

excisé et l’opsine peut être exprimée (Figure 12). Du fait de l’utilisation du tamoxifène, seuls 

les mâles de la lignée seront utilisés afin de ne pas interférer avec le cycle hormonal de 

reproduction. 

  

Figure 12 - Représentation schématique du mécanisme de l’expression de l’opsine après administration du tamoxifène 
(Adaptée de Feil et al., 2014) 

 

 La lignée permet ainsi une expression de ChR2-YFP ou de Arch-GFP dans les jeunes 

neurones du GD de l’hippocampe, après administration de tamoxifène. Les animaux de ces 

lignées permettront ainsi respectivement l’étude de la stimulation et de l’inhibition des jeunes 

neurones, via l’activation des opsines après illumination laser spécifique (Figure 13).  
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Figure 13 – Schéma récapitulatif de l’obtention des souris tissus-spécifiques pour les expériences de stimulation 
(Nestine-CreERT2/ChR2-YFP) ou d’inhibition (Nestine-CreERT2/Arch-GFP) optogénétique. 

I.2.3 Génotypage des animaux 

 Le génotypage des souris mutées a été réalisé grâce à la technique d’amplification en 

chaîne par polymérase (Polymerase Chain Reaction, PCR), après extraction de l’ADN des 

animaux. 

 Des fragments de queues des souris ont été prélevés et ont été digérés toute une nuit à 55 

°C dans un tampon de lyse (Viagen), auquel de la protéinase K à 20 mg/mL a été ajoutée. Le 

lendemain, les échantillons de queues ont été placés à 90 °C afin d’arrêter la digestion. Ils ont 

ensuite été centrifugés pendant 5 minutes à 5000 tours/min afin de séparer les digestats de 

l’ADN. 

 Les gènes d’intérêt ont été amplifiés in vitro à partir de l’ADN extrait des souris par PCR, 

afin d’en produire une quantité détectable. Pour cela, 2 µL d’ADN et 24 µL d’amorces du 

gène souhaité ont été ajoutés dans des tubes à billes « Ready-to-Go PCR beads » (General 

Electric Healthcare) contenant le mélange de désoxyribonucléotides et d’ADN polymérase 

Taq recombinante. Les amorces utilisées pour l’amplification de ChR2, Arch et de Cre sont 

précisées dans le tableau 4 : 
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Tableau 4 – Descriptif des amorces utilisées en PCR pour le génotypage des souris Nestine-CreERT2/Arch-GFP 

Nom Séquence Taille 
PM 

(g/mol) 

Tm 

(°C) 

Cre up AAT GCT TCT GTC CGT TTG C 19 5761 53,8 

Cre down TAG CGC CGT AAA TCA ATC G 19 5797 52,8 

ChR2/Arch RR711 WT-F GCA CTT GCT CTC CCA AA 17 6013 56,3 

ChR2/Arch RR712 CAG-R GGG CGT ACT TGG CAT A 16 6188 55,0 

ChR2/Arch RR713 WT-R CTT TAA GCC TGC CCA GA 17 6086 54,8 
 

 La réaction débute par une étape de dénaturation de l’ADN et se poursuit plusieurs cycles 

d’amplification. Une extension finale a ensuite lieu. Les caractéristiques des différentes étapes 

sont présentées dans le tableau 5 : 

Tableau 5 – Programmes PCR des gènes à amplifier 

Gène ChR2/Arch Cre 

Etape Durée (s) Température (°C) Durée (s) Température (°C) 

Dénaturation 120 95 60 95 

Hybridation 30*(30, 30, 60) 95, 60, 72 3*(15, 15, 45) 95, 64, 72 

Elongation 300 72 3*15 95 
 

 Après la PCR, les échantillons ont été séparés par migration électrophorétique en gel 

d’agarose à 2 % immergé dans un tampon de Tris Borate + Bromure d’éthidium (BET). 

Trois µL de tampon de charge ont été ajoutés dans chaque tube, et après vortex et 

centrifugation, 15 µL de chaque échantillon ont été déposés dans les puits du gel. Le gel a 

ensuite été soumis à un champ électrique (90 V pendant environ 1 heure), permettant la 

migration des fragments d’ADN chargés négativement et leur séparation selon leur poids 

moléculaire. Leur coloration par le bromure d’éthidium permet de mettre en évidence leur 

migration à la lumière ultra-violette, et ainsi de révéler le génotype de l’animal (Figure 14). 
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Figure 14 – Illustration d’une migration électrophorétique d’échantillons après l’amplification du gène ChR2 par 
PCR. Les animaux hétérozygotes pour le gène de l’opsine (ChR2-/+) présentent 2 bandes. Les échantillons des animaux avec 
le gène de l’opsine à l’état homozygote (ChR2+/+) présentent seulement 1 bande, plus proche du puit d’inclusion, du fait de la 
migration plus lente du fragment d’ADN de taille plus élevée (495 pb). Les animaux ne possédant pas le gène de l’opsine 
présentent uniquement 1 bande, à une distance plus importante du puit d’inclusion, du fait de la plus petite taille du fragment 
d’ADN (252 pb). 

 Traitements pharmacologiques 

 

 La fluoxétine (Biotrend) a été administrée aux animaux après solubilisation dans l’eau de 

boisson, à la concentration de 160 mg/L, afin de traiter les animaux à 18 mg/kg par jour. Cette 

dose a été choisie d’après l’étude de Dulawa qui indique qu’il s’agit d’une dose efficace qui 

correspond à une exposition comprise dans la marge thérapeutique chez l’homme (Dulawa et 

al., 2004).  

 La corticostérone (Sigma-Aldrich) a été administrée aux animaux dans l’eau de boisson, à 

la concentration de 35 mg/L, afin de traiter les animaux à 5 mg/kg par jour. Cette dose 

correspond à la dose efficace utilisée au laboratoire afin d’induire un modèle 

d’anxiété/dépression (David et al., 2009; Mendez-David et al., 2014). La corticostérone est 

tout d’abord dissoute dans une solution d’hydroxypropyl- β-cyclodextrine 20% (Roquette), à 

un volume de 2,25% du volume total désiré. Une fois la corticostérone bien dissoute, cette 

solution est mélangée avec de l’eau de boisson qui constituera 97,65% du volume total. La 

corticostérone, se dégradant rapidement, a été donnée dans des biberons opaques changés 2 

fois par semaine. Lorsque la fluoxétine est administrée de façon concomitante, la fluoxétine 

est ajoutée dans cette solution de corticostérone. 
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 Le Ro25-6981 (Sigma-Aldrich) a été administré localement et bilatéralement dans les GD 

ventraux aux animaux à une dose de 2 µg/GD ventral. Cette dose a été choisie d’après l’étude 

de Davies (Davies et al., 2017). Le Ro25-6981 est dissous afin d’obtenir une solution 

concentrée à 5 µg/µL. Il est tout d’abord dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO), à un 

volume de 12% du volume total désiré. La solution est longuement agitée jusqu’à dissolution 

du Ro25-6981, puis elle est mélangée dans une solution de tampon phosphate salin 

(Phosphate Buffer Saline, PBS) 1X à un volume de 88% du volume total désiré. 

 Une solution d’hydrate de chloral (80 mg/mL, Sigma-Aldrich) a été utilisée comme 

anesthésique ; et administrée par voie intrapéritonéale à un volume de 5 mL/kg ce qui 

correspond à une dose de 400 mg/kg.  

 Tests comportementaux  

 Les principaux tests comportementaux prédictifs d’une activité de type antidépresseur ou 

anxiolytique chez la souris sont présentés dans la box suivante (Box 1). 

Box 1 – Principaux tests comportementaux prédictifs d’une activité de type dépressive ou anxiolytique chez la souris 

Novelty Suppressed Feeding (NSF) ou test 
d’alimentation supprimée par la 
nouveauté (Bodnoff et al., 1988) 

Open Field (OF) ou test en champ ouvert 
(Gentsch et al., 1981) 

 
Principe : évaluer le comportement dépressif et 
anxieux induit par un stress de sevrage alimentaire en 
mesurant l’aversion des animaux pour se nourrir dans 
un nouvel environnement lumineux. 
Durée : 10 minutes. 
Paramètres mesurés : latences pour se nourrir dans le 
nouvel environnement et dans l’environnement 
familier, quantité de nourriture consommée dans 
l’environnement familier. 
Interprétation : une augmentation de la latence à se 
nourrir dans l’environnement aversif, sans 
modification de la consommation de nourriture, 
traduit un phénotype anxio-dépressif. 

 
 

 
Principe : évaluer le comportement exploratoire et 
l’activité locomotrice générale des animaux dans un 
nouvel environnement. 
Durée : 10 ou 30 minutes. 
Paramètres mesurés : temps passé et nombre 
d’entrées dans le centre du champ, distance 
ambulatoire. 
Interprétation : une diminution du temps passé dans 
le centre de l’arène sans modification de la 
locomotion traduit un phénotype anxieux. 
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Box 1 – Principaux tests comportementaux prédictifs d’une activité de type dépressive ou anxiolytique chez la souris 
(suite) 

Elevated Plus Maze (EPM) ou labyrinthe 
en croix surélevé (Pellow et al., 1985) 

Tail Suspension Test (TST) ou test de 
suspension caudale (Porsolt et al., 1987) 

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

 
Principe : évaluer le comportement dépressif des 
animaux essayant de se soustraire à une situation 
inconfortable de suspension par la queue. 
Durée : 6 minutes. 
Paramètres mesurés : durée d’immobilité, puissance 
des mouvements. 
Interprétation : une augmentation de la durée 
d’immobilité traduit un phénotype dépressif. 

Splash Test (David et al., 2009) Forced Swim Test (FST) ou test de la nage 
forcée (Porsolt et al., 1977) 

 

 
Principe : évaluer le comportement dépressif des 
animaux se toilettant dans un environnement familier 
après pulvérisation d’une solution de sucrose à 10%. 
Durée : 5 minutes. 
Paramètres mesurés : latence pour initier le toilettage, 
durée totale et fréquence des toilettages. 
Interprétation : une diminution de la durée de 
toilettage traduit un phénotype dépressif. 

 
Principe : évaluer le comportement dépressif des 
animaux placés dans un récipient rempli avec de 
l’eau. 
Durée : 6 minutes. 
Paramètre mesuré : durée d’immobilité. 
Interprétation : une augmentation de la durée 
d’immobilité traduit un phénotype dépressif. 
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 Seuls les tests utilisés durant cette thèse sont décrits en détail ci-dessous. 

  Novelty Suppressed Feeding (NSF) 

 Le NSF est un test prédictif d’une activité mixte anxiolytique/antidépressive des 

antidépresseurs. Ce test induit une situation de motivation conflictuelle entre l’envie d’aller se 

nourrir et la peur de s’aventurer au centre de l’enceinte, qui est fortement éclairée (Figure 15). 

L’animal à jeun depuis 24 heures est placé dans un coin d’une enceinte (55 x 40 x 18 cm), où 

en son centre fortement éclairé une croquette de nourriture a été posée sur un cercle de papier 

blanc. Le temps de latence que la souris met pour mordre manifestement la croquette est 

mesuré. L’animal est ensuite replacé dans sa cage d’origine avec une croquette : on mesure 

alors le temps de latence et la consommation de nourriture pendant 5 minutes, afin de vérifier 

que l’appétence des souris n’est pas affectée par le traitement à la fluoxétine. Le NSF est un 

test neurogenèse-dépendant, donc hippocampe-dépendant (David et al., 2009; Surget et 

al., 2008). 

 

Figure 15 - Novelty Suppressed Feeding. Le NSF est un test prédictif d’une activité mixte anxiolytique/antidépressive des 
antidépresseurs, durant lequel la latence pour se nourrir dans ce nouvel environnement est mesuré. Il s’agit d’un test 
neurogenèse-dépendant. 

  Open Field (OF) 

 L’OF est un test prédictif de l’activité anxiolytique des antidépresseurs. L’animal est placé 

dans une enceinte étrangère en plexiglas (43 x 43 cm). Le nombre d’entrées ainsi que le temps 

passé dans le centre (32 x 32 cm) sont les paramètres évalués pendant 30 minutes, grâce à un 

système par infrarouge (Ugo Basile, Stoelting Co) (Figure 16). En général, les animaux 

présentent un haut degré d’évitement de l’aire centrale, par rapport à la périphérie. 

L’administration aigue d’un anxiolytique, tel qu’une benzodiazépine, ou l’administration 

chronique d’un antidépresseur augmentent le nombre d’entrées et le temps passé dans le 
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centre de l’enceinte. Ce test peut également être utilisé pour une mesure simple de l’activité 

locomotrice en évaluant les mêmes paramètres pendant les 10 premières minutes. 

 

Figure 16 – Open Field. L’OF est un test prédictif de l’activité anxiolytique des antidépresseurs, durant lequel le temps 
passé et nombre d’entrées dans le centre du champ, ainsi que la distance ambulatoire sont mesurés. 

 Microdialyse 

  Principe de la technique de microdialyse 

 Les changements de concentrations de neurotransmetteurs ont été étudiés à l’aide de la 

technique de microdialyse intracérébrale. La microdialyse est une technique in vivo qui repose 

sur la diffusion passive, permettant chez l’animal éveillé la collecte de molécules endogènes 

ou exogènes présents dans le milieu extracellulaire du parenchyme de régions cérébrales 

d’intérêt chez une souris, dans notre cas (Figure 17). La concentration du dialysat collecté 

représente une fraction de la concentration du milieu extracellulaire, dépendante du 

rendement de la membrane (Geeraerts et al., 2008 pour revue). Une sonde est implantée par 

stéréotaxie dans le GD ventral de l’hippocampe chez l’animal anesthésié. Après une journée 

de récupération de la chirurgie, la sonde est perfusée avec du liquide céphalo-rachidien (LCR) 

artificiel (NaCl 147 mmol/L ; KCl 3,5 mmol/L ; CaCl2 1,26 mmol/L ; MgCl2 1 mmol/L ; 

NaH2PO4 1 mmol/L ; NaHCO3 1 mmol/L ; pH 7,4 ± 0,02) qui est en contact avec la 

membrane semi-perméable. Celle-ci est constituée de cuprophane avec un cutoff de 6 kDa, 

c’est à dire qu’elle permet la libre diffusion de molécules de poids moléculaire inférieur à 

6 kDa (Geeraerts et al., 2008 pour revue). Dans nos expériences, 2 mm de membrane seront 

directement au contact du parenchyme cérébral. Les neurotransmetteurs présents dans le 

milieu extracellulaire vont diffuser à travers la membrane de dialyse suivant un gradient de 

concentration et sont collectées à la sortie de la sonde. Cet échange de molécules s’effectue 

sans mouvement de liquide à travers la membrane, le LCR étant iso-osmotique avec le milieu 

extracellulaire, ce qui permet au parenchyme de conserver son homéostasie.  
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Figure 17 - Illustration d’une sonde de microdialyse. La sonde est perfusée avec du LCR. Au niveau de la membrane 
semi-perméable, les divers neurotransmetteurs de moins de 6 kDa (représentés en couleur) peuvent traverser, tandis que les 
autres molécules supérieures à 6 kDa (représentées en noir) ne passent pas. Ainsi, les neurotransmetteurs de moins de 6 kDa 
présents dans le milieu extracellulaire diffusent passivement à travers la membrane de dialyse suivant un gradient de 
concentration. Le LCR perfusé étant iso-osmotique avec le milieu extracellulaire, l’échange s’effectue sans mouvement de 
liquide à travers la membrane. Ces neurotransmetteurs sont ensuite collectés à la sortie de la sonde. 

 Fabrication des sondes de microdialyse 

 Les sondes de microdialyse ont toutes été fabriquées au laboratoire. Elles sont présentées 

ci-dessous (Box 2). Toutes ces constructions sont basées sur des sections de tubes d’acier 

inoxydable qui servent de support à des fibres de silice. Les fibres de silice servent quant à 

elles soit de support à la membrane de microdialyse soit à l’administration locale de 

molécules. Ces systèmes peuvent aussi être couplés (Box 2 ligne 3). Enfin ces sondes de 

microdialyse peuvent être couplées à une optrode dédiée à l’optogénétique.  
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Box 2 - Les différentes sondes de microdialyse et de fibres d’injection 

Type de sonde Principe/Intérêt 

 
Sonde de microdialyse 

Cette technique in vivo repose sur la diffusion passive, 

permettant chez l’animal éveillé la collecte de 

molécules présentes dans le milieu extracellulaire du 

parenchyme de régions cérébrales d’intérêt. Ainsi, les 

composés de faible poids moléculaires diffusent du 

compartiment le plus concentré (milieu 

extracellulaire) vers le compartiment le moins 

concentré (LCR artificiel de la sonde de microdialyse, 

étant iso-osmotique au milieu extracellulaire). 

 
Fibre d’injection 

L’effet des molécules d’intérêts au niveau d’une 

région cérébrale précise peut être étudié. L’injection 

des molécules se fait avec un rendement de 100%. 
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Box 2 - Les différentes sondes de microdialyse et de fibres d’injection (suite) 

Type de sonde Principe/Intérêt 

 
Sonde de microdialyse couplée avec une fibre 

d’injection 

Les modifications de neurotransmetteurs peuvent être 

étudiées simultanément à l’injection des molécules 

d’intérêts au niveau d’une région cérébrale précise. La 

diffusion des molécules est indépendante du 

rendement de la membrane de dialyse. 

 
Sonde de microdialyse couplée avec une optrode 

Les modifications de neurotransmetteurs peuvent être 

étudiées simultanément à la stimulation ou à 

l’inhibition d’une population cellulaire spécifique au 

niveau d’une région cérébrale précise. 
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  Implantation des sondes de microdialyse 

 Dans l’étude des changements de neurotransmission induits par la fluoxétine, la zone 

d’intérêt a été le GD ventral. Les coordonnées stéréotaxiques d’implantation ont été 

déterminées à partir de l’atlas stéréotaxique du cerveau de souris de Franklin et Paxinos 

(2007) exprimées en mm, à partir du Bregma : AP – 3,7 ; ML ± 2,75 ; DV – 4,2 (Figure 18). 

Les souris ont été anesthésiées à l’aide d’hydrate de chloral (400 mg/kg), puis placées sur un 

cadre stéréotaxique. Après incision longitudinale de la peau du crâne de façon à bien mettre 

en évidence le bregma, l’os crânien a été nettoyé avec de l’eau oxygéné (10 volumes). La 

position de la tête de l’animal doit être dans un plan horizontal, avec une différence des 

coordonnées dorso-ventrale entre le bregma et le lambda n’excédant pas 0,5 mm. Ensuite, des 

trépanations ont été effectuées au niveau des zones d’implantation souhaitées pour les 2 

sondes, à l’aide d’une fraise dentaire (Dremel). Les sondes, préalablement testées avec de 

l’eau distillée afin de vérifier leur bon fonctionnement sans résistance, ni fuites ; ont été 

implantées bilatéralement dans le GD ventral droit et le GD ventral gauche, elles ont été 

descendues individuellement dans le cerveau de manière lente de façon à laisser le temps au 

parenchyme de s’adapter à la pression effectuée par la descente de la sonde. Après 

vérification de l’absence de fuite, elles ont été fixées au crâne avec du ciment dentaire 

Dentalon plus (Heraeus Kulzer GmbH). Après la chirurgie, les souris ont été placées en cages 

individuelles.  
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Figure 18 – Implantation des sondes de microdialyse dans le GD ventral 

  Sessions de microdialyse 

 Les expériences de microdialyse ont débuté le lendemain de la chirurgie. L’entrée des 

sondes a été reliée à un perfuseur automatique (PHD ULTRA 10 MultiRack, Harvard 

Apparatus) délivrant le LCR en continu à un débit de 1 µL/min. Après 1 heure de 

stabilisation, la collecte des dialysats peut commencer avec le même débit de LCR 

de 1 µL/min (Figure 19). 
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Figure 19 – Collecte de dialysats contenant des neurotransmetteurs par microdialyse in vivo chez la souris éveillée  

  Vérification de l’implantation des sondes 

 L’implantation des sondes a été vérifiée : les cerveaux ont été prélevés, puis des coupes au 

cryostat de 20 µm d’épaisseur ont été réalisées. Les coupes ont ensuite été colorées au crésyl 

violet. La coloration a été réalisée par plusieurs bains successifs des coupes : Après une 

première étape de fixation des tissus dans une solution de paraformaldéhyde à 4 % durant 

1 heure, les coupes ont été rincées puis hydratées dans 2 bains d’eau distillée (2X2 minutes), 

puis elles ont été colorées dans la solution de crésyl violet 0,5% durant 1 minute. Le crésyl 

violet a été rincé par 3 bains de 10 secondes dans de l’eau distillée, puis les coupes ont été 

déshydratées avec 5 bains d’éthanol de 70 à 100% durant 30 secondes à 2 minutes. 

Finalement, les coupes ont été placées dans 2 bains de xylène durant 2 minutes. Les coupes 

ont ensuite été recouvertes d’une lamelle, montée à l’aide d’Eukitt, dont le xylène constitue le 

solvant. 

  Dosage de neurotransmetteurs 

 La sérotonine a été dosée dans 15 µL de dialysat, par HPLC (Chromatographie en phase 

liquide à haute performance, High Performance Liquid Chromatography) avec une colonne 

nucléodur C18 de 4,6 x 75 mm (taille des particules de 3 µm ; Macherey et Nagel) couplée à 

un détecteur ampérométrique (VT03; Antec Leyden, The Netherlands) [limite de sensibilité 

pour 5-HT ≈ 0,5 fmol/échantillon (signal-to-noise ratio = 2)]. La phase mobile est composée 
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de : NaH2PO4.2H2O (107 mM) ; EDTA (0,14 mM) ; acide octanosulfonique (C8H17NaO3S 

0,77 mM) ; méthanol 350 mL ; eau ultrapure 2000 mL ; avec un pH ajusté à 4,1. La quantité 

de 5-HT dans chaque échantillon a été calculée en mesurant les hauteurs de pic par rapport à 

une gamme standard.  

 Le GABA et le glutamate ont été dosés dans 5 µL de dialysat par la technique d’HPLC 

couplée à la spectrométrie de masse (SM) en tandem. La séparation des composés est 

effectuée grâce à une colonne de type Nucleoshell HILIC, EC 100/2 (taille des particules de 

2,7 µm ; Macherey-Nagel), en utilisant un gradient d’élution avec une phase mobile 

composée d’une phase aqueuse (formate d’ammonium 25 mM, pH 3,5) et d’une phase 

organique (acétonitrile). La détection et la quantification simultanées du GABA et du 

glutamate sont réalisées par un SM triple quadrupole (Quattro Ultima, Waters, France). Au 

préalable, une gamme étalon a été réalisée, dans laquelle des standards internes Glu-d5 et 

GABA-d6 dont les concentrations sont connues ont été ajoutés. Les limites de quantification 

pour le glutamate sont ≈ 42 fmol/échantillon et pour GABA ≈ 30 fmol/échantillon (signal-to-

noise ratio = 10)] (Defaix et al., 2018). Cette étape a été réalisée au sein de la plateforme 

SAMM de l’IPSIT. 

 Administration locale de Ro25-6981 

  Fabrication des fibres d’injection et des sondes de microdialyse couplées avec 

une fibre d’injection 

 Les cathéters d’injections sont seulement constitués d’une fibre de silice emboîtée dans un 

tube en acier inoxydable. Des sondes de microdialyse couplées avec une fibre d’injection ont 

été réalisées. Les sondes ont été testées afin de vérifier leur bon fonctionnement sans 

résistance ni fuites ; les fibres d’injection ont également été testées puis elles ont été vidées, 

préalablement avant l’implantation de ces sondes. 

  Injection locale de Ro25-6981 dans le gyrus dentelé ventral 

 Le Ro25-6981, antagoniste sélectif de la sous-unité GluN2B du récepteur NMDA, a été 

administré de façon bilatérale à la dose 5 µg/µL dans le GD ventral à l’aide d’une fibre 

d’injection couplée ou non à une sonde de microdialyse suivant les expériences. L’injection 

de 2 µg est réalisée en 2 minutes dans 0,4 µL, en bilatéral, avec un débit d’injection de 

0,2 µL/min à l’aide d’un perfuseur automatique (Dual Syringe Pump 11 Pico Plus Elite, 

Harvard Apparatus). 
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  Implantation des fibres d’injection 

 Les coordonnées stéréotaxiques d’implantation ont été déterminées à partir de l’atlas 

stéréotaxique du cerveau de souris de Franklin et Paxinos (2007) exprimées en mm, à partir 

du Bregma : AP – 3,7 ; ML ± 2,75 ; DV – 3,2. Seule la coordonnée en DV diffère par rapport 

à l’implantation de sondes de microdialyse, de façon à s’assurer de la diffusion de Ro25-6981 

dans les parties sous-jacentes à l’extrémité de la fibre de silice. Les souris ont été anesthésiées 

à l’aide d’hydrate de chloral (400 mg/kg), puis placées sur un cadre stéréotaxique comme 

décrit au paragraphe IV.3. Les fibres ont été implantées bilatéralement dans le GD ventral 

droit et le GD ventral gauche, ils ont été descendus individuellement dans le cerveau de 

manière lente. Ils ont été fixés au crâne avec du ciment dentaire Dentalon plus (Heraeus 

Kulzer GmbH). Après la chirurgie, les souris ont été replacées dans leur cage d’origine avec 

les autres souris. Les souris ont eu 4 à 7 jours de récupération avant le test du NSF et 

l’administration locale. 

  Injection locale de Ro25-6981 et NSF chez le même animal 

 Au moins 3 jours après la chirurgie, les animaux ont été mis à jeûn. Le lendemain, les 

cathéters d’injection ont été connectés à un perfuseur automatique (Dual Syringe Pump 11 

Pico Plus Elite, Harvard Apparatus). L’injection de Ro25-6981 a été effectuée, et 30 minutes 

plus tard, les animaux ont été placés dans l’enceinte du NSF (Figure 20). Le NSF a été réalisé 

comme décrit précédemment (voir paragraphe III.1) 

 

Figure 20 - Réalisation du NSF à la suite de l'injection locale de Ro25-6981 
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  Implantation des sondes de microdialyse couplée avec une fibre d’injection  

 Les sondes de microdialyse couplées avec une fibre d’injection ont été implantées dans le 

GD, de la même manière que précédemment (voir paragraphe IV.3). A la fin de l’expérience, 

les souris ont été placées en cages individuelles.  

  Sessions de microdialyse couplée à l’injection locale de Ro25-6981  

 Les expériences de microdialyse ont débuté le lendemain de la chirurgie. L’entrée des 

sondes a été reliée à un perfuseur automatique (PHD ULTRA 10 MultiRack, Harvard 

Apparatus) délivrant le LCR en continu. Après 1 heure de stabilisation à un débit de 

1 µL/min, la perfusion de LCR, au même débit a permis de recueillir des dialysats toutes les 

15 minutes. Lorsque 8 dialysats basaux ont été prélevés, les cathéters d’injection ont été 

connectés à un second perfuseur automatique (Dual Syringe Pump 11 Pico Plus Elite, Harvard 

Apparatus). Une fois l’injection locale de Ro25-6981 réalisée (Figure 21), les cathéters 

d’injection ont été déconnectés, et le recueil des dialysats toutes les 15 minutes a ensuite été 

poursuivi. 

 

Figure 21 – Réalisation de l’injection locale de Ro25-6981 à l’aide des sondes de microdialyse couplées avec une fibre 
d’injection 
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 Mise en évidence du niveau d’expression de GluN2B dans le gyrus 

dentelé 

 La mise en évidence du niveau d’expression dans le GD de GRIN2B, gène de GluN2B, a 

été réalisée par RT-PCR quantitative. L’ARNm a tout d’abord été extrait à partir des GD. Plus 

GRIN2B a été exprimé, plus le nombre de molécules d’ARN synthétisées sera important. La 

quantité et la qualité de l’ARN extrait ont été vérifiées. L’ARN a ensuite été 

rétrotranscrit (RT) en ADN complémentaire (ADNc). Enfin, une PCR quantitative a été 

réalisée. 

  Extraction de l’ARNm à partir de tissus cérébraux 

 Les ARNm ont été extraits à partir des 2 GD des souris conservés à – 80 °C. Ils ont été mis 

avec 250 µL de réactif d’extraction d’ARN RiboZol (VWR), afin de dénaturer les protéines, 

et lyser les membranes, tout en protégeant l’ARN. Les tissus ont tout d’abord été 

homogénéisés mécaniquement par pipetages dans un cône de 1000 µL (Figure 22).  

 

Figure 22 – Homogénéisation mécanique des GD par pipetage  

 Puis, la séparation de l’ADN et de l’ARN a été réalisée en phase liquide, par ajout de 

70 µL de chloroforme. Les échantillons ont ensuite été agités vigoureusement pendant 

15 secondes, puis après 3 minutes d’incubation, les échantillons ont ensuite été centrifugés 

pendant 15 minutes à 10000 g et à 4 °C. Suite à cette centrifugation, la phase aqueuse 

supérieure contenant l’ARN a été prélevée et mise dans un nouveau tube, auquel 0,5 µL de 

glycogène à 20 µg/µL a été ajouté. Ce glycogène constitue un véhicule inerte afin d’accroître 
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le rendement de la précipitation qui a été réalisée par ajout de 125 µL d’isopropanol. Les 

échantillons ont été agités très fort à la main pendant 15 secondes, puis sont placés toute une 

nuit à – 20 °C pour améliorer le rendement. Le lendemain, les échantillons ont été centrifugés 

pendant 15 minutes à 12000 g à 4°C. L’ARN adhère alors dans le fond du tube, visible en un 

culot. Le surnageant d’isopropanol est aspiré, puis le culot a été lavé par 2 lavages avec 

200 µL d’éthanol 75% et une centrifugation de 5 minutes à 12000 g à 4 °C. Finalement, 

l’éthanol a été complètement aspiré, et les culots ont séchés durant 15-20 minutes à 

température ambiante. Les culots ont alors été dissous par l’ajout de 10 µL d’eau ultrapure 

sans ARN, et laissés sur la glace durant 1 heure afin de favoriser la réhydratation de l’ARN. 

Ces échantillons d’ARN ont été conservés à – 80 °C. 

  Contrôle qualité de l’ARNm 

 Le dosage de la quantité d’ARN extraite a été réalisé par spectrophotométrie par le 

NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific) en déposant 1 µL d’ARN. Par la suite, l’intégrité 

des ARN a été évaluée à l’aide du kit RNA 6000 Nano LabChip sur 

Bioanalyser 2100 (Agilent), par électrophorèse capillaire sur puce. Les électrodes du 

Bioanalyser 2100 ont tout d’abord été nettoyées à l’aide de RNaseZAP durant 1 minute, suivi 

par un rinçage à l’eau exempte d’ARN durant 10 secondes, et enfin elles ont séché à l’air libre 

durant 10 secondes. Les réactifs du kit de contrôle qualité doivent être, au préalable, 

équilibrés à température ambiante pendant 30 minutes. La matrice du gel fournie avec le kit 

est préparée par centrifugation pendant 10 minutes à 1500 g à travers un filtre rotatif. Pour la 

préparation du gel pour la puce à 16 puits (Figure 23), 65 µL de cette matrice du gel sont 

mélangés à 1 µL du concentré de teinture bleu fourni dans le kit, après agitation au préalable 

de cette teinture durant 10 secondes. Ce mélange a été bien agité puis centrifugé pendant 

10 minutes à 13000 g. L’échelle de poids moléculaire a été dénaturée par un chauffage à 70°C 

durant 2 minutes. Les échantillons d’ARN n’ont pas été dénaturés, du fait du faible volume 

disponible et du phénomène d’évaporation qui se produit lors du chauffage. L’échelle et les 

échantillons ont ensuite été réfrigérés sur glace. La puce a ensuite été préparée à l’aide d’une 

station d’amorçage. Après centrifugation, 9 µL du gel contenant la teinture ont été déposés 

dans le puit prévu, puis le gel est réparti sur l’ensemble de la puce grâce à l’application d’une 

pression reproductible à l’aide d’une seringue maintenue par un clip durant 30 secondes. 

Ensuite, 9 µL du gel ont à nouveau été déposés dans 2 autres puits prévus pour le gel, qui ont 

constitués des réserves de gel pour l’analyse par le Bioanalyser 2100. Le marqueur du kit a 

ensuite été déposé (5 µL) dans chacun des 12 puits prévus pour les échantillons, ainsi que 
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dans le puit prévu pour l’échelle. Finalement, l’échelle et les échantillons ont été déposés 

(1 µL/puit). La puce a été vortexée durant 1 minute, pendant laquelle les électrodes du 

Bioanalyser 2100 ont été à nouveau rincées avec de l’eau exempte d’ARN. Après séchage des 

électrodes durant 10 secondes, la puce a été placée dans le Bioanalyser 2100. Le Bioanalyser 

2100 a alors réalisé les séparations de l’ARNm par électrophorèse capillaire, permettant la 

visualisation des fragments d’ARN 18S et 28S, puis un facteur d’intégrité de l’ARN (RIN, 

RNA Integrity Number) a été obtenu pour chaque échantillon. Un RIN supérieur à 7 indique 

que l’ARN est de qualité satisfaisante afin d’obtenir des résultats exploitables pour la suite. 

 

Figure 23 – Contrôle qualité de l’ARNm extrait par électrophorèse capillaire sur puce RNA Nano Chip : Mesure du 
RIN 

  Transcription inverse des ARNm 

 La transcription inverse de l’ARN en ADNc a été réalisée avec le kit pour RT-PCR 

quantitative Maxima First Strand cDNA Synthesis (ThermoFisher Scientific). Cette étape a été 

réalisée sur glace. Le mélange de réaction et la transcriptase inverse (Maxima Reverse 

Transcriptase) fournis avec le kit ont été mélangés, puis 500 ng d’ARN ont été ajoutés. Après 

une agitation délicate et une centrifugation des échantillons, ils ont été incubés suivant le 

programme Maxima RT (10 minutes à 25 °C, suivi par 15 minutes à 50 °C et enfin 5 minutes 

à 85 °C). Les échantillons d’ADNc obtenus ont été dilués au 1/10, puis ils ont été conservés à 

– 20 °C. 
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  Amplification de l’ADN par PCR quantitative 

 L’amplification de l’ADN par PCR quantitative en temps réel a été réalisée par le CFX 

Connect Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad), mesurant la fluorescence émise à 

chaque cycle par le SYBR Green au niveau des 96 puits de la plaque. Le mélange réactionnel 

nécessaire pour l’amplification, la Taq polymérase ainsi que l’intercalant SYBR Green 

(Invitrogen) sont déposés dans chaque puit. Les amorces des gènes d’intérêt sont ajoutées, 

puis l’ADNc est ajouté. Pour chaque échantillon, l’expression de 2 gènes de référence, de 

l’actine et de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH), ainsi que celle de 

GRIN2B ont été évaluées. L’évaluation de l’expression d’un gène a été réalisée de façon 

quadruple, avec 4 puits par gène, pour chaque échantillon. Les plaques placées dans le CFX 

ont été soumises à 40 cycles de PCR (dont les paramètres sont basés sur les recommandations 

du fournisseur). A chaque fin de cycle d’amplification, la quantité d’ADN est mesurée grâce 

au niveau de fluorescence correspondant à l’incorporation de l’intercalant SYBR Green. Le 

suivi de cette fluorescence a permis l’obtention d’une valeur d’un cycle de quantification (Cq) 

durant lequel la quantité d’ADN amplifiée double à chaque cycle : En coordonnées 

logarithmiques, cette phase est représentée par une droite (Figure 24). Plus le Cq est faible, 

plus le gène est fortement exprimé, ce qui indique que la quantité initiale d’ADNc présente 

était plus importante.  

 

Figure 24 – Amplification de l’ADNc par PCR quantitative sur une plaque 96 puits : mesure du Cq 
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 Le niveau d’expression de GRIN2B a été normalisé par différence du Cq moyen obtenu 

pour GRIN2B avec le Cq moyen obtenu avec les gènes de référence. Cette différence a été 

calculée entre GRIN2B et actine, et entre GRIN2B et GAPDH. La moyenne des différences a 

été considérée comme le ΔΔCq de GRIN2B. Le niveau d’expression relative de GRIN2B a 

finalement été déterminé (niveau d’expression relative = 2-ΔΔCq) (Schmittgen & Livak, 2008). 

Plus le niveau d’expression relative est important, plus la quantité initiale d’ADNc présente 

était plus importante.  

 Etude de la prolifération des nouveaux neurones 

 Perfusion intracardiaque de paraformaldéhyde 

 Afin de fixer les protéines des tissus cérébraux lors du prélèvement, les souris ont été 

perfusées avec du paraformaldéhyde 4%. Pour cela, les souris ont été profondément 

anesthésiés par une injection intrapéritonéale d’hydrate de chloral (environ 40 mg). Les 

animaux ont ensuite été perfusés par voie intracardiaque avec une solution de rinçage de NaCl 

0,9% (la décoloration de certaines zones du corps des animaux a été observée, notamment le 

foie), puis avec une solution de paraformaldéhyde 4%. Les cerveaux ont été prélevés et placés 

dans la même solution de paraformaldéhyde 4% durant 24h à 4 °C. Les 3 jours suivants, les 

cerveaux sont toujours conservés à 4 °C, mais la solution de paraformaldéhyde 4% est 

remplacée par une solution de PBS 0,1 M contenant 30% de saccharose et 0,1% d’azide de 

sodium, changée quotidiennement. Une fois les cerveaux imprégnés de saccharose et 

cryoprotégés, les cerveaux sont tombés au fond de leur puit, et ils ont alors pu être congelés 

sans changement de volume de l’eau résiduelle qui endommagerait le tissu. Pour ce faire, les 

cerveaux ont été plongés dans un tube contenant de l’isopentane liquide dont la température 

est stabilisée entre – 25 °C et – 30 °C. Les cerveaux peuvent ensuite être conservés à – 80 °C. 

 Détection de Ki67 par immunohistochimie 

 Les cerveaux congelés ont été entièrement coupés en tranche de 35 µm d’épaisseur à l’aide 

d’un cryostat, maintenant la température à – 20 °C. Les coupes de cerveaux ont été stockées 

dans une plaque de 24 puits, chacun rempli de PBS 1X + 0,1% azide de sodium ; 1 ligne de 6 

puits correspondant à 1 cerveau. L’hippocampe a été subdivisé dans des coupes frontales par 

13 séries de 6 coupes. Ainsi, chaque cerveau a été placé dans 6 puits, de manière à obtenir 

l’équivalent de 6 copies d’un cerveau par souris : dans chaque puit, 1/6 de l’hippocampe a été 
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conservé, avec chaque coupe espacée de la suivante par 210 µm. Les plaques de 24 puits avec 

les coupes ont été conservées à 4 °C jusqu’à la réalisation de l’immunohistochimie. 

 Les coupes ont tout d’abord été rincées 30 minutes dans une solution de PBST, puis elles 

ont été incubées 2 heures dans un tampon de blocage de PBST contenant 10% de sérum d’âne 

(Normal Donkey Serum, Jackson ImmunoResearch), l’âne étant l’espèce servant à fabriquer 

l’anticorps secondaire. Cette solution vise à bloquer les sites antigéniques aspécifiques et donc 

à diminuer le bruit de fond au moment de la révélation. Les coupes ont ensuite été incubées à 

4 °C toute la nuit dans une solution d’anticorps monoclonaux de lapin anti-Ki67 dilués 

(1/100, Abcam) dans la solution bloquante. Le lendemain, les coupes ont à nouveau été 

rincées 30 minutes dans une solution de PBS, puis elles ont été placées dans le noir pendant 2 

heures dans une solution d’anticorps secondaire Cy3 d’âne dirigé contre les 

immunoglubulines G de lapin, dilués (1/250, #711-165-152, Jackson ImmunoResearch) dans 

une solution de PBS contenant 10% de sérum d’âne. Finalement, après rinçage des coupes 

dans du PBS pendant 30 minutes dans le noir, elles ont été montées sur lames et recouvertes 

d’une lamelle à l’aide d’un milieu de montage Fluoromount (Sigma-Aldrich). Les neurones 

exprimant Ki67 ont été quantifiés sur 1/6 de l’hippocampe par visualisation au microscope 

multiphoton en épifluorescence (Leica TCS SP8) en utilisant le filtre approprié. 

 Optogénétique 

 Principe  

 L’étude de l’effet de la stimulation et celle de l’effet de l’inhibition des jeunes neurones sur 

les changements de neurotransmission induits par la fluoxétine a été réalisée chez les souris 

Nestine-CreERT2/ChR2-YFP et Nestine-CreERT2/Arch-GFP à l’aide de la technique 

d’optogénétique. Au cours des dernières années, l’optogénétique est devenue l’une des 

technologies clés dans la compréhension et la cartographie des circuits neuronaux. Il s’agit 

d’une méthode innovante permettant de stimuler ou d’inhiber transitoirement et avec 

précision l’activité d’une population neuronale spécifique sans affecter les cellules alentours 

et sans utiliser de produits chimiques, en combinant le génie génétique et l’optique. Cette 

technique peut s’effectuer chez l’animal éveillé et libre de ses mouvements. Elle a été mise au 

point en 2006 (Deisseroth et al., 2006), et élue technique de l’année 2010 par le journal 

Nature Methods ("Method of the Year 2010" 2011). Elle repose sur l’expression de gènes 

codant pour une protéine « photo-activable » dans une région cérébrale d’intérêt. Dans notre 

cas, elle permet de stimuler ou d’inhiber spécifiquement l’activité des jeunes neurones 
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exprimant la Nestine (Figure 25), sans avoir d’effet sur les cellules voisines n’exprimant ni la 

Nestine ni la protéine photo-activable (Fan & Lin, 2015).  

 

Figure 25 – Simulation et inhibition des jeunes neurones chez des souris Nestine-CreERT2/ChR2-YFP et Nestine-
CreERT2/Arch-GFP respectivement par optogénétique. Chez les souris Nestine-CreERT2/ChR2-YFP, l’illumination par 
une lumière bleue à travers une optrode implantée dans le GD permet l’activation de ChR2, un canal sodique sensible à la 
lumière d’une longueur d’onde de 470 nm, dépolarisant ainsi les jeunes neurones. Chez les souris Nestine-CreERT2/Arch-
GFP, l’illumination par une lumière verte à travers une optrode implantée dans le GD permet l’activation de Arch, une 
pompe à protons sensible à la lumière d’une longueur d’onde de 565 nm, conduisant ainsi à l’hyperpolarisation des jeunes 
neurones.  

 Fabrication des optrodes et des sondes de microdialyse couplées avec une 

optrode 

 Les optrodes (fibre optique utilisée pour l’optogénétique pour délivrer la lumière au niveau 

des cellules dans le cerveau) ont été fabriquées au laboratoire (Sparta et al., 2011). Elles ont 

été coupées à partir d’une bobine de fibre optique d’un diamètre de 200 µm (fibre multimode 

d’ouverture numérique 0,39, Thorlabs). Pour cela, la fibre optique a tout d’abord été dénudée 
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de sa gaine de protection, puis des sections de fibre d’environ 6 cm ont été coupées. Une 

sélection de ces sections de fibre a ensuite été effectuée, afin de vérifier que chacune avait au 

moins une extrémité parfaitement circulaire, dépourvue de rayures et d’irrégularités. La 

qualité de cette coupure est le gage d’obtention d’un rendement optique correct. Cette 

extrémité régulière est destinée à être implantée dans le cerveau. L’autre extrémité a été 

insérée et collée avec de la résine époxy dans une ferrule de céramique d’un diamètre interne 

de 230 µm (Thorlabs). Cette extrémité qui a été insérée dans la ferrule a ensuite été polie sur 

une succession de 4 feuilles de papier abrasif, avec des grains de plus en plus fin (5 µm de 

carbure de silicium, 3 µm et 1 µm d’oxyde d’aluminium et 0,3 µm d’alumine calcinée grès, 

Thorlabs). Suite au polissage, cette extrémité doit être parfaitement lisse, sans rayures ni 

irrégularités. L’optrode a finalement été connectée au laser, afin de mesurer le rendement de 

la puissance émise par l’optrode, par rapport à la puissance délivrée par le laser. Les 

puissances lumineuses ont été mesurées à l’aide d’un photomètre (PM20, Thorlabs). Seules 

les sondes avec un rendement supérieur à 80% ont été utilisées. 

 Les optrodes ont ensuite été utilisées pour fabriquer les sondes de microdialyse couplées 

avec une optrode (Figure 26). Les sondes ont été testées afin de vérifier leur bon 

fonctionnement sans résistance ni fuites ; et elles ont été implantées. 

 
Figure 26 - Illustration du couplage d’une optrode avec sonde de microdialyse 
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 Implantation des sondes de microdialyse couplées avec une optrode 

 Les sondes de microdialyse couplées avec une optrode ont été implantées dans le GD, de la 

même manière que précédemment dans le paragraphe IV.3. A la fin de l’expérience, les souris 

ont été placées en cages individuelles. 

 Stimulation optique in vivo 

 L’illumination a été réalisée avec un laser émettant avec une longueur d’ondes de 473 nm, 

avec des créneaux de 20 ms, à une fréquence de 10 Hz et puissance de 20 mW. Ces 

paramètres sont destinés à reproduire la fréquence de décharge électrique des cellules 

granulaires en conditions physiologiques (Drew et al., 2016). La fréquence et la durée des 

pulses ont été contrôlés par un stimulateur (Master-8 pulse stimulator, A.M.P. Instruments) 

(Kheirbek et al., 2013) 

 Inhibition optique in vivo 

 L’illumination a été réalisée avec un laser émettant avec une longueur d’ondes de 532 nm, 

permettant l’inhibition de l’activité électrique des cellules qui expriment Arch (B. Li et al., 

2015), allumée en continue, avec une puissance de 10 mW (Danielson et al., 2016). 

 Sessions de microdialyse couplée à l’optogénétique durant le NSF chez le 

même animal 

 Les animaux ont été mis à jeûn le matin de la journée où les sondes ont été implantées. Les 

expériences de microdialyse ont débuté le lendemain, après 24 heures de mise à jeûn, comme 

décrit pour l’utilisation du NSF à des fins de détermination de l’état anxio-dépressif des souris 

(Santarelli et al., 2003; J. W. Wang et al., 2008). L’entrée des sondes a été reliée à un 

perfuseur automatique (PHD ULTRA 10 MultiRack, Harvard Apparatus) délivrant le LCR en 

continu à un débit de 1 µL/min. Les sorties des sondes ont été allongées, de façon à pouvoir 

réaliser le test plus simplement, et de façon à ce qu’il y ait 15 µL de volume mort (donc 15 

minutes de décalage) entre la membrane semi-perméable et le dialysat recueilli. Après 1 heure 

de stabilisation, des dialysats ont été recueillis toutes les 15 minutes. Lorsque 2 dialysats 

basaux ont été prélevés, les optrodes ont été connectées. Les tubes de collecte de microdialyse 

ont ensuite été changés, et les souris ont ensuite été placées dans l’enceinte du NSF (Figure 

27). Au même moment que le commencement du NSF, l’illumination optogénétique a été 

débutée pour 15 minutes. Les souris restent dans l’enceinte du NSF toute la durée de 
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l’illumination. Lorsque les souris ont manifestement mordu leur croquette, celle-ci a été 

retirée, et les souris ont été maintenues dans l’enceinte. A la fin des 15 minutes 

d’illumination, le tube de collecte a été changé (le 3e dialysat basal est prélevé à ce moment, 

et le 4e tube de collecte est placé), et les optrodes ont été déconnectées. Ce 4e dialysat, une 

fois collecté, a constitué le dialysat correspondant aux mesures durant l’illumination, du fait 

du décalage crée avec la longue sortie. Les souris ont ensuite pu être replacées dans leur cage 

d’origine (celles où elles ont été placées individuellement après la chirurgie). Le temps de 

latence et la consommation de nourriture pendant 5 minutes dans leur cage d’origine ont été 

mesurés, et le recueil des dialysats toutes les 15 minutes a ensuite été poursuivi. 

 

Figure 27 – Couplage de la microdialyse avec l’optogénétique durant le NSF 

 Optogénétique durant l’OF chez le même animal 

 Le lendemain de la réalisation du NSF, les animaux ont été amenés à proximité des 

enceintes d’OF. Leurs optrodes ont été connectés au laser (Figure 28). L’OF de 30 minutes a 

été réalisé avec une alternance de périodes de 5 minutes durant lesquels le laser a été 

alternativement allumé ou éteint. Pour s’affranchir de l’effet séquence, le lendemain du NSF, 

l’OF a été démarré avec 5 minutes d’illumination ; le surlendemain du NSF, l’OF a été 

démarré avec 5 minutes sans illumination. Les paramètres de ces illuminations sont ceux 

décrite dans les paragraphes VIII.4 et VIII.5. 
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Figure 28 – Couplage de l’optogénétique avec l’OF 

 Vérification de l’expression de l’opsine au niveau des jeunes neurones par 

immunohistochimie 

VIII.8.1 Perfusion intracardiaque de paraformaldéhyde 

 Afin de fixer les protéines des tissus cérébraux lors du prélèvement, 90 minutes après 

l’illumination des jeunes neurones (Drew et al., 2016), les souris ont été perfusées avec du 

paraformaldéhyde 4%, de la même manière que précédemment (voir paragraphe VII.1). Les 

cerveaux congelés ont été conservés à – 80 °C. 

VIII.8.2 Détection de GFP par immunohistochimie 

 Les cerveaux congelés ont été entièrement coupés en tranche de 35 µm d’épaisseur, de la 

même manière que précédemment (voir paragraphe VII.2). Les plaques de 24 puits avec les 

coupes ont été conservées à 4 °C jusqu’à la réalisation de l’immunohistochimie. 

 Les coupes ont tout d’abord été rincées 30 minutes dans une solution de PBST, puis elles 

ont été incubées 2 heures dans un tampon de blocage de PBST contenant 5% de sérum d’âne 

(Normal Donkey Serum, Jackson ImmunoResearch), l’âne étant l’espèce servant à fabriquer 

l’anticorps secondaire. Cette solution vise à bloquer les sites antigéniques aspécifiques et donc 

à diminuer le bruit de fond au moment de la révélation. Les coupes ont ensuite été incubées à 

4 °C toute la nuit dans une solution d’anticorps monoclonaux de lapin anti-GFP dilués (1/500, 
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Santa Cruz Biotechnology) dans la solution bloquante. Le lendemain, les coupes ont à 

nouveau été rincées 30 minutes dans une solution de PBS, puis elles ont été placées dans le 

noir pendant 2 heures dans une solution d’anticorps secondaire Cy3 d’âne dirigé contre les 

immunoglubulines G de lapin, dilués (1/250, #711-165-152, Jackson ImmunoResearch) dans 

une solution de PBS contenant 10% de sérum d’âne. Finalement, après rinçage des coupes 

dans du PBS pendant 30 minutes dans le noir, elles ont été montées sur lames et recouvertes 

d’une lamelle à l’aide d’un milieu de montage Fluoromount (Sigma-Aldrich). Elles ont été 

visualisées au microscope multiphoton en épifluorescence (Leica TCS SP8) en utilisant les 

filtres appropriés. 

 Analyse statistique 

 Les résultats des études comportementales et biochimiques sont présentés sous la forme de 

moyenne ± erreur standard de la moyenne (SEM). Pour la microdialyse lors de 

l’administration locale et lors de l’optogénétique, les résultats sont exprimés en pourcentage 

du niveau basal pour chaque groupe. Les données ont été analysées à l’aide de GraphPad 

Prism 6. Différents tests statistiques ont été utilisés. Un test t de Student ou une ANOVA à 1 

ou 2 facteurs ont été appliqués. Lorsque l’ANOVA a révélé un effet significatif et/ou une 

interaction, le test de Tukey a été conduit a posteriori, comparant les moyennes entre chaque 

groupe. Dans le NSF, une analyse de survie de Kaplan-Meier a été réalisée, du fait que la 

distribution des données ne suivait pas une loi Normale, puis le test du log-rank de Mantel-

Cox a été utilisé pour comparer les courbes de survie. Le seuil de significativité statistique a 

été fixé à p < 0,05. 
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RÉSULTATS 
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 Objectif 1 : Effet neurochimique d’un traitement à la fluoxétine dans le GD 

ventral 

 Les EDC constituent un problème de santé publique grave et un des troubles mentaux les 

plus courants. Les ISRS sont recommandés en première ligne de traitement pharmacologique. 

Dans des modèles murins traités à la fluoxétine, l'augmentation de la transmission 

sérotoninergique se produit bien avant l'obtention d'effets comportementaux (Mendez-David 

et al., 2014; Popa et al., 2010). Ainsi, la transmission sérotoninergique n’explique pas à elle 

seule le délai d’action retardé des ISRS, et d’autres facteurs doivent également être impliqués. 

Les jeunes neurones issus de la neurogenèse adulte hippocampique présentent une période 

critique au cours de l’étape de maturation, 4 à 6 semaines après division, durant laquelle ils 

ont notamment une plus grande excitabilité, avec une induction de LTP facilitée et une 

amplitude de LTP plus grande. Ces jeunes neurones influencent également la réponse des 

ISRS durant cette période (Doan et al., 2019 pour revue). Ces jeunes neurones sont localisés 

dans le GD ventral. Ainsi, les modifications de neurotransmissions dans cette région cérébrale 

par ces jeunes neurones pourraient expliquer leur rôle comportemental. Les cellules 

granulaires du GD étant glutamatergiques, nous nous sommes en particulier intéressés à la 

transmission glutamatergique. D'autre part, lors du début de cette thèse, un consensus dans la 

littérature admettait l'existence d'un lien étroit entre les jeunes neurones et les neurones 

matures via des interneurones GABAergiques (Anacker & Hen, 2017 pour revue). Cette 

transmission GABAergique nous a donc également intéressée, d'autant plus que le glutamate 

et le GABA sont en lien étroit (voir paragraphe I.2.4 de l'introduction, Figure 1). 

 Dans ce premier objectif, nous avons donc évalué les modifications des transmissions 

glutamatergique et GABAergique dans le GD ventral après un traitement par la fluoxétine. 
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 Absence d’effet neurochimique d’un traitement aigu à la fluoxétine dans le GD 

ventral 

 Cette étude de microdialyse chez des souris 129SvPas indique qu’après un traitement aigu 

à la fluoxétine (FLX, 18 mg/kg/jour) (protocole Figure 29A), les concentrations 

extracellulaires de neurotransmetteurs dans la région du GD ventral des animaux traités à la 

fluoxétine en aigu ne sont pas significativement différentes de celles des animaux contrôles 

(VEH) [Test de Student : 5-HT (p = 0,95 ; Figure 29B), Glu (p = 0,99 ; Figure 29C) et 

GABA (p = 0,31 ; Figure 29D)]. 

 

Figure 29 – Effets neurochimiques d’un traitement aigu de 2 jours à la fluoxétine (18 mg/kg/jour) dans le GD ventral 
chez des souris 129SvPas. (A) Protocole de l’expérience de microdialyse après un traitement aigu à la fluoxétine. Début du 
traitement avec la fluoxétine à D1. Concentrations extracellulaires basales de 5-HT (B), de Glu (C) et de GABA (D) 
exprimées en moyenne ± SEM (n = 9/groupe). 

 Le traitement chronique à la fluoxétine diminue la transmission glutamatergique 

dans le GD ventral 

 Le traitement chronique de 7 semaines à la fluoxétine (18 mg/kg/jour) (protocole 

Figure 30A) augmente significativement la concentration extracellulaire basale de sérotonine 

(Test de Student, p = 0,03 ; Figure 30B). D’autre part, le traitement chronique avec la 

fluoxétine diminue significativement la transmission glutamatergique dans le GD ventral 

(Test de Student, p = 0,04 ; Figure 30C), sans effet sur la transmission GABAergique (Test de 

Student, p = 0,44 ; Figure 30D).  
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Figure 30 - Effets neurochimiques d’un traitement chronique à la fluoxétine (18 mg/kg/jour) dans le GD ventral chez 
des souris 129SvPas. (A) Protocole de l’expérience de microdialyse après un traitement chronique à la fluoxétine. 
Concentrations extracellulaires basales de 5-HT (B), de Glu (C) et de GABA (D) exprimées en moyenne ± SEM (n = 
9/groupe). Test de Student : * p < 0,05. 

 

 La balance excitation/inhibition n’est pas significativement différente après un traitement 

chronique avec la fluoxétine (Test de Student, p = 0,21 ; Figure 31). La tendance va même 

dans le sens opposé de la diminution de glutamate observée. Ceci est certainement dû à un 

effet d’unité puisque le GABA est bien moins concentré que le glutamate ; ainsi une 

diminution mineure des concentrations de GABA exacerbe le ratio glutamate/GABA. 

 

Figure 31 – Effets d’un traitement chronique à la fluoxétine (18 mg/kg/jour) chez des souris 129SvPas sur la balance 
GABA/glutamate dans le GD ventral. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM. 

 Vérification de l’implantation des sondes 

 A la fin des expériences de microdialyse, les animaux ont été sacrifiés et leurs cerveaux ont 

été prélevés, puis coupés en sections de 20 µm d’épaisseur, et les coupes de la zone d’intérêt 
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ont été colorées au crésyl violet (Figure 32A). Les différentes implantations sont correctes 

dans la mesure où les marques laissées par la sonde de dialyse ont été retrouvées dans la 

région du GD ventral. Ces localisations ont été reportées sur les niveaux de coupes 

schématiques de l’atlas stéréotaxique (Figure 32B).  

 

 

Figure 32 - Vérification de l’implantation des sondes. A – Coupe de la zone d’intérêt avec trace de la sonde implantée. 
B- Représentations des implantations de sondes sur les coupes provenant de l’atlas du cerveau de souris de Franklin 
et Paxinos (2007) 

 En conclusion, ce travail a démontré une diminution de la transmission glutamatergique 

dans le GD ventral après un traitement chronique avec la fluoxétine. Cette diminution pourrait 

constituer une conséquence de la stimulation de la neurogenèse adulte hippocampique par le 

traitement chronique avec la fluoxétine. 
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 Objectif 2 : Effets comportemental et neurochimique de l’injection de 

Ro25-6981 dans le GD après un traitement chronique avec la fluoxétine 

 Dans le second objectif, nous avons souhaité cibler les jeunes neurones par une approche 

pharmacologique afin d'évaluer les modifications de neurotransmissions dans le GD ventral 

par ces jeunes neurones. La sous-unité GluN2B du récepteur NMDA du glutamate étant 

impliquée dans les propriétés spécifiques électrophysiologiques et comportementales durant la 

période critique 4 à 6 semaines après division (Doan et al., 2019 pour revue), nous avons donc 

décidé d'évaluer les effets comportemental et neurochimique de l'administration locale intra-

hippocampique d'un antagoniste sélectif de la sous-unité GluN2B, le Ro25-6981, après un 

traitement chronique avec la fluoxétine. 

 L'effet comportemental de l'administration intra-hippocampique de Ro25-6981 a été évalué 

chez la souris au fond mixte 129SV/BL6 dans le modèle CORT d’anxiété/dépression, après 

un traitement chronique avec la fluoxétine. Cette administration locale bilatérale a produit un 

effet de type antidépressif. Par ailleurs, nous avons évalué l'effet neurochimique du Ro25-

6981 dans les mêmes conditions. Nous avons mis en évidence une augmentation de la 

transmission glutamatergique indépendante du traitement à la fluoxétine, ainsi qu'une 

augmentation de la transmission GABAergique uniquement chez les animaux traités à la 

fluoxétine. Cette augmentation des concentrations extracellulaires de GABA pourrait être en 

lien avec l'augmentation de la prolifération des jeunes neurones par le traitement par la 

fluoxétine, et de l'augmentation de l'expression de la sous-unité GluN2B qui pourrait en 

résulter. 

 Ces résultats sont présentés ci-dessous sous la forme d’un article, en préparation, dans 

l’attente de pouvoir réaliser les derniers dosages des échantillons issus de la microdialyse.  
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ABSTRACT 

 Major Depressive Disorder is a serious public health problem, the most common 

psychiatric disorder worldwide. Antidepressants increase adult hippocampal neurogenesis, 

and adult hippocampal neurogenesis is required for some behavioral effects of 

antidepressants. Adult-born granule cells in the dentate gyrus (DG) have been shown to have 

an important role in these effects, and the GluN2B subunit of NMDA receptors seems to be 

involved. However, the precise neurochemical role of the GluN2B subunit in the requirement 

of adult-born GCs for the antidepressant-like effects has yet to be elucidated. To assess the 

specific role of this GluN2B subunit, Ro25-6981 (intra-DG), a selective antagonist of the 

GluN2B subunit of the NMDA glutamate receptor, was administered following a chronic 

fluoxetine treatment in a model of anxiety/depression. Responses in the novelty suppressed 

feeding (NSF) and neurochemical consequences on extracellular glutamate and GABA in the 

ventral DG were measured. Here we show an antidepressant-like effect of local Ro25-6981 in 

the NSF following GluN2B antagonism in the ventral dentate gyrus independently of the 

fluoxetine treatment. Furthermore, we revealed a fluoxetine-independent increase of the 

glutamatergic transmission, and a fluoxetine-dependent increase of GABA transmission in the 

ventral dentate gyrus. Our results suggest that the increase adult hippocampal neurogenesis 

following the chronic fluoxetine treatment would increase GluN2B expression, and the 

antagonism of these increased GluN2B-containing NMDA receptors would be responsible for 

the transient increase of the GABAergic transmission. 
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INTRODUCTION 

Major Depressive Disorder is a serious public health problem, the most common 

psychiatric disorder worldwide. This disease greatly reduces quality of life and can be very 

debilitating. Classical monoaminergic antidepressants have a delayed onset of action of 

several weeks, with low response rates and with numerous side effects (Rush et al., 2004; 

Wisniewski et al., 2006). The continuous generation of new neurons in the adult brain in the 

hippocampus, or adult hippocampal neurogenesis, is required for some behavioral effects of 

antidepressants, notably in the novelty suppressed feeding test (NSF), a neurogenesis-

dependent behavioral assay (David et al., 2009; Santarelli et al., 2003).  

Adult-born granule cells (GCs) are immature neurons with unique properties during a 

transient period. In particular, from 4 to 6 weeks post-division, adult-born GCs are more 

excitable than mature GCs (Marin-Burgin et al., 2012), and they have a lower threshold for 

long-term potentiation (Saxe et al., 2006; Schmidt-Hieber et al., 2004; Snyder et al., 2001; 

Wang et al., 2000). These particular properties are largely mediated by GluN2B-containing N-

methyl-D-aspartate (NMDA) receptors located on adult-born GCs (Doan et al., 2019 for 

review). These NMDA ionotropic glutamate receptors are tetramers typically composed of 2 

mandatory GluN1 and 2 GluN2 subunits (Laube et al., 1998). In the fetal brain, there is a shift 

from GluN2B expression to GluN2A expression: GluN2B subunits are predominantly 

expressed in the fetal brain. This shift also seems to occur during adult hippocampal 

neurogenesis (Canales, 2016; Doan et al., 2019 for review). 

In recent years, the fast antidepressant activity of ketamine, a non-competitive 

antagonist of NMDA receptor, has been intensely studied (Duman, 2018; Pham & Gardier, 

2019). This discovery highlights the important role of NMDA receptors containing GluN2B 

subunits in antidepressant drug treatment. The glutamate and NMDA binding sites are located 

on GluN2B subunits (Anson et al., 1998; Laube et al., 1997). This subunit also possesses a 

ketamine binding site and an allosteric binding site for Ro25-6981, a noncompetitive 

polyamine antagonist with good affinity and selectivity for the GluN2B subunit (see Pham & 

Gardier, 2019 for a review). In addition, GluN2B subunits are involved in the control of 

glutamate release in subregions of the hippocampus and frontal cortex (Stan et al., 2014).  

Adult-born GCs bearing the GluN2B subunit of NMDA receptors exhibit unique 

properties by influencing behavioral responses to antidepressant drugs (Tannenholz et al., 

2016). The systemic administration of Ro25-6981, also exhibits a fast antidepressant response 
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(24, 48 or 72 hours later) in the NSF (thus activates neurogenesis: (Gruden et al., 2018)), but 

also in neurogenesis-independent behavioral assays, the forced swim test and the sucrose 

preference test (Lang et al., 2018 for review; Li et al., 2010; Li et al., 2011; Talbot et al., 

2016). Therefore, adult hippocampal neurogenesis does not seem to be necessary for Ro25-

6981 antidepressant-like activity. Moreover, conditional deletion of the GluN2B subunit 

specifically in adult-born GCs attenuated the effect of fluoxetine in the neurogenesis-

dependent NSF test, while the effect of fluoxetine in the tail suspension test was unaffected 

(Tannenholz et al., 2016). These data suggest that the GluN2B subunit plays a role in the 

requirement of adult-born GCs for the neurogenesis-dependent effects of antidepressant 

drugs.  

The purpose of the present study is to explore the contribution of the GluN2B-

containing NMDA receptors in the ventral dentate gyrus (vDG) to the antidepressant drug 

treatment using a pharmacological approach. In a mouse model of anxiety/depression based 

on the elevation of glucocorticoids levels (CORT model) (David et al., 2009), mice were 

chronically treated with fluoxetine, a SSRI, then locally administered with Ro25-6981 into the 

vDG, where the adult-born GCs are necessary for anxiolytic/antidepressant-related effects 

(Wu & Hen, 2014). The Ro25-6981 antidepressant-like behavior was evaluated in the NSF 

test. Then, under the same experimental conditions, the effects of Ro25-6981 on glutamate 

and GABA transmissions were determined using in vivo microdialysis in the vDG in adult 

mice.  

We found an antidepressant-like effect in the NSF following antagonism of GluN2B 

subunits of NMDA receptors in the vDG independently of the chronic fluoxetine treatment. 

Furthermore, we revealed a fluoxetine-independent increase in the glutamatergic 

neurotransmission, and a fluoxetine-dependent increase in GABA neurotransmission in the 

vDG following bilateral Ro25-6981 injection. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Animals 

Adult male 129SV/BL6 mice (a mixed background) at 12-20 weeks of age were 

generated by crossing mice of two different strains, which are C57/Bl6 mice and 129/Sv mice. 

This mixed C57/Bl6 x 129/Sv background allows an appropriate responsiveness in the CORT 
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model (David et al., 2009; Gourley & Taylor, 2009) because we benefit from a high adult 

hippocampal neurogenesis induction by a chronic antidepressant drug treatment as described 

in 129/Sv mice (Diaz et al., 2012). They were housed in groups of four in temperature (21 ± 1 

°C) controlled room with a 12 h light: 12 h dark cycle (lights on at 06:00 a.m.). Food and 

water were provided ad libitum except during behavioral observations. Particular efforts were 

made to minimize the number of mice used in the experiments. Protocols were approved by 

the Institutional Animal Care and Use Committee in France (Council directive # 87-848, 

October 19, 1987, “Ministère de l'Agriculture et de la Forêt, Service Vétérinaire de la Santé 

et de la Protection Animale, protocol APAFIS #5489, permissions # 92-196” to A.M.G.) as 

well as with the European directive 2010/63/EU.  

Drug treatment 

 Corticosterone (35 µg/mL, equivalent to 5 mg/kg/day, from Sigma-Aldrich) was dissolved 

in vehicle (0.45% hydroxypropyl-β-cyclodextrin; from Roquette). Fluoxetine hydrochloride 

(160 µg/mL, equivalent to 18 mg/kg per day, from Biotrend) was dissolved in 0.45% 

hydroxypropyl-β-cyclodextrin/corticosterone solution. Corticosterone treatment was applied 

for the entire duration of the experiments. Ro25-6981 hydrochloride hydrate (5 µg/µL, from 

Sigma-Aldrich) (Davies et al., 2017; Zhang, Wu, et al., 2008) was dissolved in vehicle (12% 

DMSO; 88% PBS). Either Ro25-6981 or vehicle were perfused locally at 0.2 µL/min into the 

vDG (bilateral) for 2 min using a Dual Syringe Pump 11 Pico Plus Elite (Harvard Apparatus), 

30 min prior to the behavioral tests. 

Novelty suppressed feeding (NSF) 

The NSF is a conflict test that elicits competing motivations: the drive to eat and the 

fear of venturing into the center of a brightly lit arena. Twenty-four hours prior to the 

behavioral testing, all food was removed from the home cage. At time of testing, each fasted 

animal was placed in a corner of a new environment: a plastic box (55 cm x 40 cm x 18 cm) 

covered with wooden bedding, in which a single pellet of food was placed on a white paper 

platform positioned in the center of the box. The latency to eat was measured and used as an 

index of anxiety/depression-like behavior, because classical anxiolytic drugs as well as 

chronic antidepressants decrease this measure. Immediately after, the food pellet was removed 

from the arena. The animal was then transferred in its home cage, and the amount of food 

consumed by the mouse in the subsequent 5 min was measured, serving as a control for 

change in appetite as a possible confounding factor. The animals were observed in the novel 
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environment for 15 min as previously described (Commissaris, 1993). We have indeed 

noticed that when the animals underwent surgery, they could take more than 10 min before 

eating. 

Local administration probes implantation 

 Mice were anesthetized with chloral hydrate (400 mg/kg, ip) and secured in a stereotaxic 

frame. Two injection capillaries were implanted through burr holes in the skull, using the 

following coordinates (mm from bregma, determined with the mouse brain atlas by Paxinos 

and Franklin (2001)), for the vDG: Anterioposterior = -3.7, Lateral = ±2.75, Ventral = -3.2. 

The injection capillaries were anchored to the skull with dental cement.  

Intracerebral in vivo microdialysis 

Mice were anesthetized with chloral hydrate (400 mg/kg, ip) and secured in a 

stereotaxic frame. Microdialysis probes coupled with a silica fiber were implanted bilaterally 

for the vDG using the following coordinates (mm from bregma, according to Paxinos and 

Franklin (2001)): Anterioposterior = -3.7, Lateral = ±2.75, Ventral = -4.2. On the next day, 

the probes were continuously perfused with an artificial cerebrospinal fluid (aCSF 

composition in mmol/L: NaCl 147; KCl 3.5; CaCl2 1.26; MgCl2 1.0; NaH2PO4 1.0; NaHCO3 

1.0; pH 7.4 ± 0.02) at a flow rate of 1.0 µL/min using PHD ULTRA 10 MultiRack pump 

(Harvard Apparatus), while animals were awake and freely moving in their cage. One hour 

after the start of aCSF perfusion stabilization period, dialysates were collected (one every 15 

min) to obtain basal values of neurotransmitters. Local administration of Ro25-6981 or 

vehicle at a flow rate of 0.2 µL/min for 2 min was then realized, before collecting four more 

dialysate samples. Extracellular glutamate and GABA levels were measured in the vDG by 

using a high-performance liquid chromatography (HPLC) system (Dionex Ultimate-3000 

HPLC (DGP-3600 M) as previously described (Defaix et al., 2018). The lower limits of 

quantification were ≈ 42 fmol/sample for glutamate and ≈ 30 fmol/sample for GABA. 

RNA isolation and GRIN2B gene expression 

 Animals were sacrificed by cervical dissociation. Brains were removed, and the DG was 

then separated from the rest of the brain under the microscope. All DG samples were directly 

put in RiboZol (VWR) and stored at -80 °C until RNA extraction. Total RNA from DG was 

extracted using RiboZol (VWR) and assessed by spectrophotometry (NanoDrop 2000, 

ThermoFisher Scientific). RNA quality was assessed using gel electrophoresis with the RNA 
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LabChip 6000 Nano kit (Bioanalyzer 2000, Agilent Technologies). Samples with an expert 

scoring number (RIN) above 7 were considered of good quality. 500 ng of total RNA was 

then reverse-transcribed and converted into double-stranded cDNA using the Maxima First 

Strand cDNA synthesis kit (ThermoFisher Scientific). Small PCR products were amplified in 

quadruplets on an BioRad real-time PCR machine (CFX-96), using universal PCR conditions 

(65-59 °C touch-down, followed by 40 cycles (15 s at 95 °C, 10 s at 59 °C and 10 s at 72 °C)) 

and SYBR Green PCR Master Mix Reagent (Invitrogen). Primer-dimers were assessed by 

amplifying primers without cDNA. Primers were retained if they produced no primer-dimers 

or non-specific signal after 35 cycles. Results were calculated as relative intensities compared 

to two internal controls (ACTIN and GAPDH), and the 2- ΔΔCq method was used to calculate 

the relative expression levels of the transcripts (Schmittgen & Livak, 2008).  

Experimental design 

Experiment 1 (local administration of Ro25-6981 and fluoxetine effects in the NSF): 

After 4 weeks of corticosterone, the SSRI fluoxetine was co-administered for an additional 4 

weeks. Pre-treatment times were based on previous studies performed in our laboratory for 

corticosterone and for fluoxetine (David et al., 2009; Mendez-David et al., 2014). During the 

3rd week of fluoxetine treatment, the animals were surgically bilaterally implanted an injection 

probe in the vDG. Mice were allowed to recover for 4 to 7 days before the test. Then, a first 

NSF(1) was performed at Day 56 following local vDG administration of Ro25-6981 or 

vehicle. In the same animals the treatment was further maintained for two more weeks, thus 

the second NSF(2) was performed at Day 70. 

Experiment 2 (local administration of Ro25-6981 and fluoxetine effects on 

glutamatergic and GABAergic transmissions): A 4-week fluoxetine treatment was added to 

the corticosterone one, after chronic corticosterone. A NSF was performed, without any 

administration of Ro25-6981 or vehicle. Corticosterone and fluoxetine treatments were 

continued for two more weeks; then, the animals were surgically bilaterally implanted in the 

vDG with a microdialysis probe coupled with a silica fiber. Mice were allowed to recover for 

one night and Ro25-6981 administration or vehicle and the microdialysis procedure started 

the following day. 

 

 



120 
 

Statistical analysis 

 Results from data analyses, expressed as the mean ± SEM, were analyzed using Prism 6 

software (GraphPad, San Diego, CA, USA). For all experiments, Student’s test, one-way or 

two-way ANOVAs were applied to the data as appropriate. Significant main effects and/or 

interactions were followed by Tukey’s post-hoc analysis. In the NSF test, a Kaplan-Meier 

survival analysis was applied due to the non-normal distribution of data and Mantel-Cox log-

rank test was used to evaluate differences between experimental groups. Statistical 

significance was set at p<0.05. 

 

RESULTS 

GluN2B antagonist Ro25-6981 into the vDG increased antidepressant-like activity in the 

NSF, independently of fluoxetine 

 We first tested in a cohort of mice the effects of a 4 weeks-fluoxetine treatment (FLX, 18 

mg/kg/day) and of bilateral Ro25-6981 (Ro) administration (2 µg in each vDG) in the CORT 

model (5 mg/kg/day) (timeline Figure 1A).  

A t-test comparison revealed a significant increase in the latency to feed in a novel 

environment in the NSF(1) in the CORT-treated group compared to the VEH/Veh control 

group (p=0.0335; data not shown). Thus, this NSF(1) validated the anxiety-depression 

phenotype in a neurogenesis-dependent test (David et al., 2009).  

The treatments with corticosterone and fluoxetine were then maintained for 2 more 

weeks, and then mice underwent NSF(2) trial (timeline Figure 1A). In the NSF(2), a Kaplan-

Meier survival analysis revealed a significant increase in the latency to feed in a novel 

environment in the CORT/VEH-Veh group compared to all other groups (Mantel-Cox log-

rank test, p=0.0018). A one-way ANOVA confirmed this increase (F4,42=6.67, p=0.0003, 

Tukey test: CORT/VEH-Ro vs CORT/VEH-Veh p<0.005, CORT/FLX-Veh vs CORT/VEH-

Veh p<0.05, CORT/FLX-Ro vs CORT/VEH-Veh p<0.01, CORT/FLX-Ro vs CORT/VEH-Ro 

and CORT/FLX-Ro vs CORT/FLX-Veh p>0.05). A one-way ANOVA indicated that food 

consumption in the home cage was similar among all groups (F4,42=1.58, p=0.1961) 

(Supplementary Figure 1). Thus, there was an antidepressant-like effect of chronic fluoxetine 
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(CORT/FLX-Veh) as well as Ro25-6981 (CORT/VEH-Ro) or the combination of these two 

treatments (CORT/FLX-Ro). 

GluN2B antagonist Ro25-6981 administration into the vDG increased glutamatergic 

transmissions 

 Following a similar design, another cohort of mice were exposed to a 4 weeks-fluoxetine 

treatment (18 mg/kg/day) in the CORT model (5 mg/kg/day) (timeline Figure 2A). The 

antidepressant effectiveness of fluoxetine was evaluated in the NSF. A t-test comparison 

revealed a significant increase in the latency to feed in a novel environment in the NSF(1) in 

the CORT-treated group compared to the VEH/Veh control group (p=0.028; data not shown). 

Thus, this NSF(1) validated the anxiety-depression-like behavior in these mice. In the NSF(1), 

a Kaplan-Meier survival analysis revealed a significant increase in the latency to feed in a 

novel environment relative to control mice (VEH) and to fluoxetine-treated mice 

(CORT/FLX) (Mantel-Cox log-rank test, p=0.0176; data not shown). A one-way ANOVA 

confirmed this increase (one-way ANOVA, F2,17=8.21, p=0.0032, Tukey test: CORT/VEH vs 

VEH p<0.01, CORT/FLX vs CORT/VEH p<0.01, CORT/FLX vs VEH p>0.05). A one-way 

ANOVA indicated that food consumption in the home cage was similar among all groups 

(F2,17=0.88, p=0.4326; data not shown). Thus, there was an antidepressant-like effect of 

chronic fluoxetine (CORT/FLX) in these mice. 

Extracellular glutamate and GABA levels in the vDG were also investigated after local 

Ro25-6981 administration. Basal extracellular glutamate levels were 2.4 ± 0.6 pmol/sample 

for VEH-Veh mice, 4.9 ± 2.4 pmol/sample for CORT/VEH-Veh mice, 2.3 ± 0.8 pmol/sample 

for CORT/VEH-Ro mice, 4.7 ± 1.7 fmol/sample for CORT/FLX-Veh mice and 1.9 ± 0.3 

pmol/sample for CORT/FLX-Ro mice. A two-way ANOVA revealed a significant main effect 

of treatment factor with Ro25-6981 (F4,20=3.94 p=0.0162), no effects of the time factor in the 

vDG (F11,220=1.32, p=0.2131) nor of the interaction between these two factors (F44,220=1.37, 

p=0.0749). Post-hoc analyses indicated that Ro25-6981 transiently increased the 

glutamatergic transmission as compared to CORT/VEH-Veh mice (p<0.05 at 15- and p<0.01 

30-min following the bilateral Ro25-6981 injection) (Figure 2B). The peak increases in 

extracellular glutamate levels in CORT/VEH-Ro and for CORT/FLX-Ro mice relative to 

control mice (CORT/VEH-Veh) were measured within 30-min of the local administration of 

Ro25-6981. Regarding AUC values of vDG extracellular levels of Glu, a t-test comparison 

revealed no differences in the CORT-VEH-Veh group compared to the VEH/Veh control 
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group (p=0.3300), and a two-way ANOVA revealed that Ro25-6981 administration increased 

the glutamatergic transmission (F1,13=9.78, p=0.0080), and no effects of the fluoxetine 

treatment (F1,13=0.33; p=0.5756) nor of the interaction between these two factors (F1,13=0.03; 

p=0.8725). Post-hoc analyses indicated that Ro25-6981 increased the glutamatergic 

transmission in both CORT/VEH-Ro and CORT/FLX-Ro groups as compared to vehicle-

treated mice (**p<0.01; Figure 2C). 

 

 Basal extracellular GABA levels were 70.3 ± 27.0 fmol/sample for VEH-Veh mice, 58.0 ± 

21.0 fmol/sample for CORT/VEH-Veh mice, 49.9 ± 13.7 fmol/sample for CORT/VEH-Ro 

mice, 53.9 ± 8.5 fmol/sample for CORT/FLX-Veh mice and 31.9 ± 7.5 fmol/sample for 

CORT/FLX-Ro mice. A two-way ANOVA revealed no significant main effect of treatment 

factor with Ro25-6981 (F4,20=2.52, p=0.0739), a significant effect of the time factor in the 

microdialysis experiment (F11,220=3.12, p=0.0006), and a significant interaction between these 

factors (F44,220=1.97, p=0.0008). Post-hoc analyses indicated that extracellular GABA levels 

transiently increased in the vDG in the CORT/FLX-Ro25-6981-treated mice when compared 

to all other groups (p<0.01 at 15- and p<0.05 30-min following the bilateral Ro25-6981 

injection) (Figure 2D). Thus, the combination of both fluoxetine-Ro25-6981 administration 

transiently increased extracellular GABA levels at 15- and 30-min following the bilateral 

Ro25-6981 injection in chronically stressed mice. In the AUC of vDG extracellular levels of 

GABA, a two-way ANOVA revealed no effects of Ro administration (Figure 2H, interaction: 

F1,13=3.85; p=0.0717, Ro: F1,13=1.90; p=0.1912, FLX: F1,13=1.39; p=0.2603). 

 

DISCUSSION 

 Chronic fluoxetine, a selective serotonin reuptake inhibitor, demonstrated antidepressant-

like activities, notably in the NSF (David et al., 2009). Likewise, an acute administration of 

several NMDA receptor antagonists, including ketamine or its metabolite (2R,6R)-

hydroxynorketamine or Ro25-698, promoted antidepressant-like activities (Gideons et al., 

2014; Pham et al., 2018; Talbot et al., 2016), notably in the NSF (Gideons et al., 2014; Zanos 

et al., 2016). Some studies revealed synergistic antidepressant-like effects of a combination of 

selective serotonin reuptake inhibitors and NMDA receptor antagonists (Maj et al., 1996; 

Rogoz et al., 2009; Rogoz et al., 2002). In this study, we investigated the differential effects 
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of the chronic treatment with fluoxetine and the acute local administration of the GluN2B 

antagonist Ro25-6981 in the vDG alone or in combination in a mouse model of 

anxiety/depression in the NSF, as well as their differential neurochemical effects. Ro25-6981 

was injected locally into the vDG, where the adult-born GCs with unique properties 

depending on GluN2B expression are found, after a chronic fluoxetine treatment. We reported 

that Ro25-6981 decreased the latency to feed in the NSF, in the same way as fluoxetine. 

Moreover, using microdialysis, we reported that Ro25-6981 increased glutamate extracellular 

levels, as well as GABA extracellular levels in the vDG. The increase in the glutamatergic 

transmission was independent of the fluoxetine treatment. Conversely, the increase in the 

GABAergic transmission was only present after the chronic fluoxetine treatment. 

A previous experiment indicated that the conditional deletion of the GluN2B subunit 

specifically in adult-born GCs, prior to the onset of fluoxetine administration, prevented the 

decrease in latency to feed of fluoxetine in the neurogenesis-dependent NSF test (Tannenholz 

et al., 2016). Thus, it could be hypothesized that an injection of Ro25-6981 in the vDG could 

inhibit GluN2B-mediated activity in adult-born GCs, and then prevent the antidepressant-like 

effect of fluoxetine in a neurogenesis-dependent test. Actually, in our experiment, Ro25-6981 

administration in the vDG did not prevent the fluoxetine antidepressant-like activity. More 

this administration induced an antidepressant-like effect in CORT treated mice. This Ro25-

6981 antidepressant-like effect has already been described in the literature (Li et al., 2010; Li 

et al., 2011; Talbot et al., 2016) but with systemic administration. This suggests that genetic 

and pharmacological approaches give different behavioral effects in the NSF, as the results 

obtained by Tannenholz wherein deleting the GluN2B subunit from adult-born GCs decreased 

the antidepressant-like effect of fluoxetine (Tannenholz et al., 2016). The attenuation of the 

effects of fluoxetine in the NSF in their experiment may be explained by fluoxetine’s 

selective antagonism of GluN2B-containing NMDA receptors property, which was 

demonstrated in vitro using whole cell patch-clamp recordings (Kiss et al., 2012). Thus, the 

deletion of the GluN2B subunit specifically from adult-born GCs would prevent a part of 

fluoxetine antidepressant-like activity dependent of GluN2B-contaning NMDA receptors, 

which would result in the attenuation of the neurogenesis-dependent effects of fluoxetine. 

Ro25-6981 was previously found to produce rapid antidepressant-like activities, and to 

interact with dopamine, norepinephrine and serotonin transporters in vitro (Keiser et al., 2009; 

Talbot et al., 2016). This indicates that there could be a common part in the mechanisms of 

action of Ro25-6981 and of fluoxetine, independent of adult hippocampal neurogenesis. 
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Previous studies from the same authors assessed in mice the effect of another GluN2B 

antagonist, traxoprodil, at an inactive dose, on the activity of several antidepressants acting 

through diverse mechanisms, including several selective serotonin reuptake inhibitors -

paroxetine, escitalopram and fluoxetine- at a sub-therapeutic dose. The GluN2B antagonist 

injected intraperitoneally in combination with the antidepressants reduced the immobility time 

in the forced swim test, while they had no effect alone (Poleszak et al., 2016; Stasiuk et al., 

2017). These studies confirmed the role of the GluN2B subunit of NMDA receptors for the 

antidepressant-like effect of antidepressants. In our study, Ro25-6981 antidepressant-like 

effect was independent of the fluoxetine antidepressant-like effect. The combination of the 

fluoxetine treatment and the Ro25-6981 local injection added no effect on the antidepressant-

like effect of Ro25-6981 or fluoxetine. Although this could be due to the dose of fluoxetine 

used, already fully effective, this implies that fluoxetine and Ro25-6981 have distinct 

mechanisms of action, since there is no synergic effect (Jia et al., 2009). In any case, Ro25-

6981 and fluoxetine did not prevent or cancel their antidepressant-like effect. 

 To further explore the distinct mechanisms of action of Ro25-6981 or fluoxetine, we 

measured extracellular glutamate and GABA levels in the vDG. We found that Ro25-6981 

increased extracellular glutamate and GABA levels in the vDG. These increases were 

independent or dependent of the fluoxetine treatment, respectively.  

Concerning the glutamatergic transmission in the vDG, this increase of glutamate 

extracellular levels following Ro25-6981 administration with or without chronic fluoxetine 

seems consistent with the fast antidepressant effect of ketamine, which is also a NMDA 

antagonist. A local administration in the medial prefrontal cortex of ketamine or of its 

metabolite (2R,6R)-hydroxynorketamine induced an antidepressant-like effect in mice in the 

forced swim test. In this experiment, the metabolite of ketamine increased glutamate 

extracellular levels in the medial prefrontal cortex, and ketamine also tended to increase these 

levels (Pham et al., 2018). Similarly, studies in humans confirmed that ketamine increased 

glutamate release in the prefrontal cortex (Abdallah et al., 2018), as well as glutamate 

extracellular levels in the hippocampus (Kraguljac et al., 2017). 

Concerning the GABAergic transmission, chronic fluoxetine treatment seemed to 

impact the effect of Ro25-6981, in opposition to behavior and in the glutamatergic 

transmission, where there was no interdependence between Ro25-6981 and fluoxetine. The 

fluoxetine-dependent increase in GABA extracellular levels seems consistent with the effects 
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of a local administration of ketamine on GABA extracellular levels in the medial prefrontal 

cortex (Pham et al., 2018). In another study, acute intraperitoneal injection with ketamine or 

with a high dose of Ro25-6981 (10 mg/kg) induced a GABA upregulation in the medial 

prefrontal cortex. This GABA upregulation with Ro25-6981 occurred 30 to 38 min after the 

injection, which confirms the transient increase in the GABAergic transmission we observed 

(Chowdhury et al., 2017). In this study only with the highest dose (10 mg/kg) of Ro25-6981, 

induced this GABAergic effect, suggesting that in our experiment, a higher dose of Ro25-

6981 could increase the GABAergic transmission, independently of fluoxetine treatment. This 

increase in the GABAergic transmission seems to be specific to an acute administration of 

Ro25-6981. Indeed, the chronic Ro25-6981 treatment (17 to 21 days) of rat hippocampal slice 

cultures would decrease action potential-dependent GABA release. In this experiment, 

inhibitory postsynaptic current was studied by electrophysiological recordings in dentate GCs 

and interneurons at the dentate GC layer/hilus border. The spontaneous inhibitory 

postsynaptic current frequency was decreased in both cells following the chronic Ro25-6981 

treatment (He et al., 2012). To impact the effect of Ro25-6981, fluoxetine could influence the 

expression of GluN2B subunit. The expression of GluN2A and GluN2B were observed in the 

prefrontal cortex and in the hippocampus using western blot analysis (Stan et al., 2015). This 

study showed that the expression of GluN2A subunit was decreased in the hippocampus, and 

both GluN2A and GluN2B subunits levels were decreased in the prefrontal cortex after 4 

weeks of fluoxetine treatment (Stan et al., 2015). Furthermore, in a new proposed model 

based on zinc deficiency, allowing to assess antidepressant-like effects, the GluN2A and 

GluN2B subunits expression in the hippocampus was increased. In this model, chronic 

fluoxetine treatment decreased both GluN2A and GluN2B subunits expression in the 

hippocampus (Doboszewska et al., 2015). Thus, depending on brain regions and on the animal 

model used, fluoxetine effects on GluN2A and GluN2B expression can be variable. 

Consequently, fluoxetine has a major influence on the expression of GluN2B in the 

hippocampus. In our conditions and in the CORT model, fluoxetine increased GluN2B 

expression (Supplementary Figure 2). This increase of GluN2B subunit levels following 

chronic fluoxetine treatment could lead to the increase in the GABAergic transmission after 

the local injection of the GluN2B antagonist in the vDG. 

Our study has two limitations, the mode of administration and the doses of Ro25-6981 

and of fluoxetine. Concerning the acute local administration, we decided to target the vDG, 

known to be implicated in the mood regulation and affected by adult hippocampal 
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neurogenesis. The density of cells in the hilus is relatively low then we cannot exclude that 

the local injection in the vDG may have spread across the hippocampus and thus target other 

neurons or interneurons. As GluN2A and GluN2B subunits are the predominant subunits in 

hippocampal GCs and in hippocampal pyramidal neurons (Kannangara et al., 2014; Kheirbek 

et al., 2012; Rauner & Kohr, 2011), Ro25-6981 local injection in the vDG may decreased 

GluN2B-mediated activity in these several cells. Then, the effects of Ro25-6981 would not be 

mainly the consequence of GluN2B-mediated activity inhibition in adult-born GCs but also of 

its inhibition in the pyramidal neurons of the trisynaptic circuit. Moreover, the effective dose 

of fluoxetine used did not allow to investigate a possible additive or synergistic effect 

between Ro25-6981 and fluoxetine. Likewise, the dose used of 2 µg of Ro25-6981 could limit 

the selectivity for GluN2B-containing NMDA receptors (Davies et al., 2013; Go et al., 2016; 

Zhang, Liu, et al., 2008). It would be interesting to explore the effects of a lower dose of 

fluoxetine and of Ro25-6981 in future studies. 

 

CONCLUSIONS 

In conclusion, our pre-clinical study revealed that Ro25-6981 administration in the 

vDG induced an antidepressant-like effect in the NSF but did not affect the effect of 

fluoxetine. On the other hand, we revealed a differential effect of Ro25-6981 on glutamate 

and GABA transmissions in the vDG: Ro25-6981 increased glutamatergic transmission 

independently of fluoxetine treatment whereas its increases GABAergic transmission 

selectively in fluoxetine treated mice. This effect on GABAergic transmission could be due to 

the increase in GluN2B expression in the vDG induced by the chronic fluoxetine treatment, 

which could be resulting from the increased adult hippocampal neurogenesis. However, this 

point needs to be further studied.  



127 
 

Acknowledgements 

 Dr. Julie Doan was supported by a fellowship from the “Ecole Doctorale 569: Innovation 

Therapeutique”. The authors would like to thank the animal care facility of SFR-UMRS 

Institut Paris Saclay d’Innovation Thérapeutique of University Paris-Saclay for their technical 

assistance. A special thanks to Audrey Solgadi and Pierre Chaminade from the platform 

“Service d'Analyse des Médicaments et Métabolites (SAMM)” of the Faculty of Pharmacie 

for the mass spectrometry equipment. Our team CESP, Inserm/University Paris-Saclay 

provided the necessary resources to perform this study.  

 

Conflict of interest 

None for this work. 

 

Authors’ contribution 

 All authors contributed to the conception and design of the study: JD, CD, IMD, DJD, JP 

and LT contributed to the acquisition of data. JD, AMG and LT wrote the manuscript. All the 

authors contributed to analysis of data, drafting the article for key intellectual content. 

  



128 
 

REFERENCES 

Abdallah, C. G., De Feyter, H. M., Averill, L. A., Jiang, L., Averill, C. L., Chowdhury, G. M. 
I., . . . Mason, G. F. (2018). The effects of ketamine on prefrontal glutamate 
neurotransmission in healthy and depressed subjects. Neuropsychopharmacology, 
43(10), 2154-2160. doi: 10.1038/s41386-018-0136-3 

Anson, L. C., Chen, P. E., Wyllie, D. J., Colquhoun, D., & Schoepfer, R. (1998). 
Identification of amino acid residues of the NR2A subunit that control glutamate 
potency in recombinant NR1/NR2A NMDA receptors. J Neurosci, 18(2), 581-589.  

Canales, Juan J. (2016). Adult Neurogenesis in the Hippocampus: Health, Psychopathology, 
and Brain Disease. 

Chowdhury, G. M., Zhang, J., Thomas, M., Banasr, M., Ma, X., Pittman, B., . . . Sanacora, G. 
(2017). Transiently increased glutamate cycling in rat PFC is associated with rapid 
onset of antidepressant-like effects. Mol Psychiatry, 22(1), 120-126. doi: 
10.1038/mp.2016.34 

Commissaris, Randall L. (1993). Chapter 17 - Conflict behaviors as animal models for the 
study of anxiety. In F. van Haaren (Ed.), Techniques in the Behavioral and Neural 
Sciences (Vol. 10, pp. 443-474): Elsevier. 

David, D. J., Samuels, B. A., Rainer, Q., Wang, J. W., Marsteller, D., Mendez, I., . . . Hen, R. 
(2009). Neurogenesis-dependent and -independent effects of fluoxetine in an animal 
model of anxiety/depression. Neuron, 62(4), 479-493. doi: 
10.1016/j.neuron.2009.04.017 

Davies, D. A., Greba, Q., & Howland, J. G. (2013). GluN2B-containing NMDA receptors and 
AMPA receptors in medial prefrontal cortex are necessary for odor span in rats. Front 
Behav Neurosci, 7, 183. doi: 10.3389/fnbeh.2013.00183 

Davies, D. A., Greba, Q., Selk, J. C., Catton, J. K., Baillie, L. D., Mulligan, S. J., & Howland, 
J. G. (2017). Interactions between medial prefrontal cortex and dorsomedial striatum 
are necessary for odor span capacity in rats: role of GluN2B-containing NMDA 
receptors. Learn Mem, 24(10), 524-531. doi: 10.1101/lm.045419.117 

Defaix, C., Solgadi, A., Pham, T. H., Gardier, A. M., Chaminade, P., & Tritschler, L. (2018). 
Rapid analysis of glutamate, glutamine and GABA in mice frontal cortex 
microdialysis samples using HPLC coupled to electrospray tandem mass 
spectrometry. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 152, 31-38. doi: 
10.1016/j.jpba.2018.01.039 

Diaz, S. L., Doly, S., Narboux-Neme, N., Fernandez, S., Mazot, P., Banas, S. M., . . . 
Maroteaux, L. (2012). 5-HT(2B) receptors are required for serotonin-selective 
antidepressant actions. Mol Psychiatry, 17(2), 154-163. doi: 10.1038/mp.2011.159 

Doan, J., Gardier, A. M., & Tritschler, L. (2019). Role of adult-born granule cells in the 
hippocampal functions: Focus on the GluN2B-containing NMDA receptors. Eur 
Neuropsychopharmacol, 29(10), 1065-1082. doi: 10.1016/j.euroneuro.2019.07.135 

Doboszewska, U., Szewczyk, B., Sowa-Kucma, M., Mlyniec, K., Rafalo, A., Ostachowicz, 
B., . . . Nowak, G. (2015). Antidepressant activity of fluoxetine in the zinc deficiency 
model in rats involves the NMDA receptor complex. Behav Brain Res, 287, 323-330. 
doi: 10.1016/j.bbr.2015.03.064 

Duman, R. S. (2018). Ketamine and rapid-acting antidepressants: a new era in the battle 
against depression and suicide. F1000Res, 7. doi: 10.12688/f1000research.14344.1 

Gideons, E. S., Kavalali, E. T., & Monteggia, L. M. (2014). Mechanisms underlying 
differential effectiveness of memantine and ketamine in rapid antidepressant 
responses. Proc Natl Acad Sci U S A, 111(23), 8649-8654. doi: 
10.1073/pnas.1323920111 



129 
 

Go, B. S., Barry, S. M., & McGinty, J. F. (2016). Glutamatergic neurotransmission in the 
prefrontal cortex mediates the suppressive effect of intra-prelimbic cortical infusion of 
BDNF on cocaine-seeking. Eur Neuropsychopharmacol, 26(12), 1989-1999. doi: 
10.1016/j.euroneuro.2016.10.002 

Gourley, S. L., & Taylor, J. R. (2009). Recapitulation and reversal of a persistent depression-
like syndrome in rodents. Curr Protoc Neurosci, Chapter 9, Unit 9 32. doi: 
10.1002/0471142301.ns0932s49 

Gruden, M. A., Ratmirov, A. M., Storozheva, Z. I., Solovieva, O. A., Sherstnev, V. V., & 
Sewell, R. D. E. (2018). The Neurogenesis Actuator and NR2B/NMDA Receptor 
Antagonist Ro25-6981 Consistently Improves Spatial Memory Retraining Via Brain 
Region-Specific Gene Expression. J Mol Neurosci, 65(2), 167-178. doi: 
10.1007/s12031-018-1083-5 

He, S., Shao, L. R., Rittase, W. B., & Bausch, S. B. (2012). Increased Kv1 channel expression 
may contribute to decreased sIPSC frequency following chronic inhibition of NR2B-
containing NMDAR. Neuropsychopharmacology, 37(6), 1338-1356. doi: 
10.1038/npp.2011.320 

Jia, J., Zhu, F., Ma, X., Cao, Z., Cao, Z. W., Li, Y., . . . Chen, Y. Z. (2009). Mechanisms of 
drug combinations: interaction and network perspectives. Nat Rev Drug Discov, 8(2), 
111-128. doi: 10.1038/nrd2683 

Kannangara, T. S., Bostrom, C. A., Ratzlaff, A., Thompson, L., Cater, R. M., Gil-Mohapel, J., 
& Christie, B. R. (2014). Deletion of the NMDA receptor GluN2A subunit 
significantly decreases dendritic growth in maturing dentate granule neurons. PLoS 
One, 9(8), e103155. doi: 10.1371/journal.pone.0103155 

Keiser, M. J., Setola, V., Irwin, J. J., Laggner, C., Abbas, A. I., Hufeisen, S. J., . . . Roth, B. L. 
(2009). Predicting new molecular targets for known drugs. Nature, 462(7270), 175-
181. doi: 10.1038/nature08506 

Kheirbek, M. A., Tannenholz, L., & Hen, R. (2012). NR2B-dependent plasticity of adult-born 
granule cells is necessary for context discrimination. J Neurosci, 32(25), 8696-8702. 
doi: 10.1523/JNEUROSCI.1692-12.2012 

Kiss, J. P., Szasz, B. K., Fodor, L., Mike, A., Lenkey, N., Kurko, D., . . . Vizi, E. S. (2012). 
GluN2B-containing NMDA receptors as possible targets for the neuroprotective and 
antidepressant effects of fluoxetine. Neurochem Int, 60(2), 170-176. doi: 
10.1016/j.neuint.2011.12.005 

Kraguljac, N. V., Frolich, M. A., Tran, S., White, D. M., Nichols, N., Barton-McArdle, A., . . 
. Lahti, A. C. (2017). Ketamine modulates hippocampal neurochemistry and functional 
connectivity: a combined magnetic resonance spectroscopy and resting-state fMRI 
study in healthy volunteers. Mol Psychiatry, 22(4), 562-569. doi: 
10.1038/mp.2016.122 

Lang, E., Mallien, A. S., Vasilescu, A. N., Hefter, D., Luoni, A., Riva, M. A., . . . Inta, D. 
(2018). Molecular and cellular dissection of NMDA receptor subtypes as 
antidepressant targets. Neurosci Biobehav Rev, 84, 352-358. doi: 
10.1016/j.neubiorev.2017.08.012 

Laube, B., Hirai, H., Sturgess, M., Betz, H., & Kuhse, J. (1997). Molecular determinants of 
agonist discrimination by NMDA receptor subunits: analysis of the glutamate binding 
site on the NR2B subunit. Neuron, 18(3), 493-503. doi: 10.1016/s0896-
6273(00)81249-0 

Laube, B., Kuhse, J., & Betz, H. (1998). Evidence for a tetrameric structure of recombinant 
NMDA receptors. J Neurosci, 18(8), 2954-2961.  



130 
 

Li, N., Lee, B., Liu, R. J., Banasr, M., Dwyer, J. M., Iwata, M., . . . Duman, R. S. (2010). 
mTOR-dependent synapse formation underlies the rapid antidepressant effects of 
NMDA antagonists. Science, 329(5994), 959-964. doi: 10.1126/science.1190287 

Li, N., Liu, R. J., Dwyer, J. M., Banasr, M., Lee, B., Son, H., . . . Duman, R. S. (2011). 
Glutamate N-methyl-D-aspartate receptor antagonists rapidly reverse behavioral and 
synaptic deficits caused by chronic stress exposure. Biol Psychiatry, 69(8), 754-761. 
doi: 10.1016/j.biopsych.2010.12.015 

Maj, J., Rogoz, Z., Skuza, G., & Wedzony, K. (1996). The synergistic effect of fluoxetine on 
the locomotor hyperactivity induced by MK-801, a non-competitive NMDA receptor 
antagonist. J Neural Transm (Vienna), 103(1-2), 131-146. doi: 10.1007/BF01292622 

Marin-Burgin, A., Mongiat, L. A., Pardi, M. B., & Schinder, A. F. (2012). Unique processing 
during a period of high excitation/inhibition balance in adult-born neurons. Science, 
335(6073), 1238-1242. doi: 10.1126/science.1214956 

Mendez-David, I., David, D. J., Darcet, F., Wu, M. V., Kerdine-Romer, S., Gardier, A. M., & 
Hen, R. (2014). Rapid anxiolytic effects of a 5-HT(4) receptor agonist are mediated by 
a neurogenesis-independent mechanism. Neuropsychopharmacology, 39(6), 1366-
1378. doi: 10.1038/npp.2013.332 

Pham, T. H., Defaix, C., Xu, X., Deng, S. X., Fabresse, N., Alvarez, J. C., . . . Gardier, A. M. 
(2018). Common Neurotransmission Recruited in (R,S)-Ketamine and (2R,6R)-
Hydroxynorketamine-Induced Sustained Antidepressant-like Effects. Biol Psychiatry, 
84(1), e3-e6. doi: 10.1016/j.biopsych.2017.10.020 

Pham, T. H., & Gardier, A. M. (2019). Fast-acting antidepressant activity of ketamine: 
highlights on brain serotonin, glutamate, and GABA neurotransmission in preclinical 
studies. Pharmacol Ther, 199, 58-90. doi: 10.1016/j.pharmthera.2019.02.017 

Poleszak, E., Stasiuk, W., Szopa, A., Wyska, E., Serefko, A., Oniszczuk, A., . . . Wlaz, P. 
(2016). Traxoprodil, a selective antagonist of the NR2B subunit of the NMDA 
receptor, potentiates the antidepressant-like effects of certain antidepressant drugs in 
the forced swim test in mice. Metab Brain Dis, 31(4), 803-814. doi: 10.1007/s11011-
016-9810-5 

Rauner, C., & Kohr, G. (2011). Triheteromeric NR1/NR2A/NR2B receptors constitute the 
major N-methyl-D-aspartate receptor population in adult hippocampal synapses. J Biol 
Chem, 286(9), 7558-7566. doi: 10.1074/jbc.M110.182600 

Rogoz, Z., Kubera, M., Rogoz, K., Basta-Kaim, A., & Budziszewska, B. (2009). Effect of co-
administration of fluoxetine and amantadine on immunoendocrine parameters in rats 
subjected to a forced swimming test. Pharmacol Rep, 61(6), 1050-1060. doi: 
10.1016/s1734-1140(09)70167-7 

Rogoz, Z., Skuza, G., Maj, J., & Danysz, W. (2002). Synergistic effect of uncompetitive 
NMDA receptor antagonists and antidepressant drugs in the forced swimming test in 
rats. Neuropharmacology, 42(8), 1024-1030. doi: 10.1016/s0028-3908(02)00055-2 

Rush, A. J., Fava, M., Wisniewski, S. R., Lavori, P. W., Trivedi, M. H., Sackeim, H. A., . . . 
Group, Star D. Investigators. (2004). Sequenced treatment alternatives to relieve 
depression (STAR*D): rationale and design. Control Clin Trials, 25(1), 119-142. doi: 
10.1016/s0197-2456(03)00112-0 

Santarelli, L., Saxe, M., Gross, C., Surget, A., Battaglia, F., Dulawa, S., . . . Hen, R. (2003). 
Requirement of hippocampal neurogenesis for the behavioral effects of 
antidepressants. Science, 301(5634), 805-809. doi: 10.1126/science.1083328 

Saxe, M. D., Battaglia, F., Wang, J. W., Malleret, G., David, D. J., Monckton, J. E., . . . Drew, 
M. R. (2006). Ablation of hippocampal neurogenesis impairs contextual fear 
conditioning and synaptic plasticity in the dentate gyrus. Proc Natl Acad Sci U S A, 
103(46), 17501-17506. doi: 10.1073/pnas.0607207103 



131 
 

Schmidt-Hieber, C., Jonas, P., & Bischofberger, J. (2004). Enhanced synaptic plasticity in 
newly generated granule cells of the adult hippocampus. Nature, 429(6988), 184-187. 
doi: 10.1038/nature02553 

Schmittgen, T. D., & Livak, K. J. (2008). Analyzing real-time PCR data by the comparative 
C(T) method. Nat Protoc, 3(6), 1101-1108. doi: 10.1038/nprot.2008.73 

Snyder, J. S., Kee, N., & Wojtowicz, J. M. (2001). Effects of adult neurogenesis on synaptic 
plasticity in the rat dentate gyrus. J Neurophysiol, 85(6), 2423-2431.  

Stan, T. L., Alvarsson, A., Branzell, N., Sousa, V. C., & Svenningsson, P. (2014). NMDA 
receptor antagonists ketamine and Ro25-6981 inhibit evoked release of glutamate in 
vivo in the subiculum. Transl Psychiatry, 4, e395. doi: 10.1038/tp.2014.39 

Stan, T. L., Sousa, V. C., Zhang, X., Ono, M., & Svenningsson, P. (2015). Lurasidone and 
fluoxetine reduce novelty-induced hypophagia and NMDA receptor subunit and PSD-
95 expression in mouse brain. Eur Neuropsychopharmacol, 25(10), 1714-1722. doi: 
10.1016/j.euroneuro.2015.07.007 

Stasiuk, W., Szopa, A., Serefko, A., Wyska, E., Swiader, K., Dudka, J., . . . Poleszak, E. 
(2017). Influence of the selective antagonist of the NR2B subunit of the NMDA 
receptor, traxoprodil, on the antidepressant-like activity of desipramine, paroxetine, 
milnacipran, and bupropion in mice. J Neural Transm (Vienna), 124(3), 387-396. doi: 
10.1007/s00702-016-1657-8 

Talbot, J. N., Geffert, L. M., Jorvig, J. E., Goldstein, R. I., Nielsen, C. L., Wolters, N. E., . . . 
Surratt, C. K. (2016). Rapid and sustained antidepressant properties of an NMDA 
antagonist/monoamine reuptake inhibitor identified via transporter-based virtual 
screening. Pharmacol Biochem Behav, 150-151, 22-30. doi: 
10.1016/j.pbb.2016.08.007 

Tannenholz, L., Hen, R., & Kheirbek, M. A. (2016). GluN2B-Containg NMDA Receptors on 
Adult-Born Granule Cells Contribute to the Antidepressant Action of Fluoxetine. 
Front Neurosci, 10, 242. doi: 10.3389/fnins.2016.00242 

Wang, S., Scott, B. W., & Wojtowicz, J. M. (2000). Heterogenous properties of dentate 
granule neurons in the adult rat. J Neurobiol, 42(2), 248-257.  

Wisniewski, S. R., Rush, A. J., Balasubramani, G. K., Trivedi, M. H., Nierenberg, A. A., & 
Investigators, Stard. (2006). Self-rated global measure of the frequency, intensity, and 
burden of side effects. J Psychiatr Pract, 12(2), 71-79. doi: 10.1097/00131746-
200603000-00002 

Wu, M. V., & Hen, R. (2014). Functional dissociation of adult-born neurons along the 
dorsoventral axis of the dentate gyrus. Hippocampus, 24(7), 751-761. doi: 
10.1002/hipo.22265 

Zanos, P., Moaddel, R., Morris, P. J., Georgiou, P., Fischell, J., Elmer, G. I., . . . Gould, T. D. 
(2016). NMDAR inhibition-independent antidepressant actions of ketamine 
metabolites. Nature, 533(7604), 481-486. doi: 10.1038/nature17998 

Zhang, X. H., Liu, F., Chen, Q., Zhang, C. L., Zhuo, M., Xiong, Z. Q., & Li, B. M. (2008). 
Conditioning-strength dependent involvement of NMDA NR2B subtype receptor in 
the basolateral nucleus of amygdala in acquisition of auditory fear memory. 
Neuropharmacology, 55(2), 238-246. doi: 10.1016/j.neuropharm.2008.05.030 

Zhang, X. H., Wu, L. J., Gong, B., Ren, M., Li, B. M., & Zhuo, M. (2008). Induction- and 
conditioning-protocol dependent involvement of NR2B-containing NMDA receptors 
in synaptic potentiation and contextual fear memory in the hippocampal CA1 region of 
rats. Mol Brain, 1, 9. doi: 10.1186/1756-6606-1-9 

  



132 
 

LEGENDS 

Figure 1 - Bilateral intra-ventral DG Ro25-6981 administration induced an 

antidepressive-like response, fluoxetine-independent. (A) Timeline of the experiment. (B 

and C) Effects of 6 weeks of fluoxetine treatment and of local Ro25-6981 administration on 

corticosterone-induced depression-related behavior in the NSF over 15 min. Results were 

represented according to Kaplan-Meier survival analysis (B) and according to mean of latency 

to feed in seconds (C). Values are mean ± SEM. *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.005 versus 

CORT/VEH-Veh group.  

 

Figure 2 - A bilateral intra-ventral DG Ro25-6981 administration in chronically treated 

mice with fluoxetine increased vDG glutamatergic and GABAergic transmission. (A) 

Timeline of the experiment. Time course (B) and AUC (C) of vDG extracellular Glutamate 

levels following a chronic fluoxetine treatment and local Ro25-6981 administration in an 

anxiety/depression-like model induced by chronic corticosterone administration. Effects of 

the treatment on the time course (D) and AUC values (E) of vDG extracellular GABA levels. 

For time courses, results (in percentage of the basal level, calculated as the amount of 

neurotransmission outflow for the 120-minute of samples collection before the local 

administration of Ro25-6981 or vehicle) were calculated as the ratio of the amount of 

neurotransmission for the 0- to 60-minute period of samples collection to the mean of the 

samples collected for 120 minutes before the local administration of Ro25-6981 or vehicle. 

The AUC values were calculated as the amount of neurotransmission outflow for the 60-

minute of samples collection following the local administration of Ro25-6981 or vehicle, and 

expressed as percentage of the basal level. Values are mean ± SEM. ** p<0.01 versus 

CORT/VEH group. *p<0.05 versus CORT/VEH-Veh group; #p<0.05, ###p<0.005 versus 

CORT/FLX-Veh group; $$p<0.01, $$$p<0.005 versus CORT/VEH-Ro group.  
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS 

Supplementary Figure 1. NSF home cage latency to feed in the NSF(2) trial. Values are 

mean ± SEM. 

Supplementary Figure 2. Chronic fluoxetine treatment increased GRIN2B gene 

expression in the vDG. Data are expressed as mean percentage of relative expression in 

CORT/VEH mice ± SEM. *p<0.05 versus CORT/VEH group.  
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Supplementary Figure 1 

 

 

Supplementary Figure 2 
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Résultats complémentaires 

Absence d’effet comportemental de l’administration bilatérale intra-hippocampique de 

Ro25-6981 : 

 Nous avons tout d’abord voulu évaluer l’effet comportemental dans le NSF(1) de 

l’administration locale intra-hippocampique de Ro25-6981 (2 µg dans chaque GD ventral) 

après 4 semaines de traitement avec la fluoxétine (18 mg/kg/jour) dans le modèle CORT 

(5 mg/kg/jour) (protocole Figure 33A). Les fibres d’injection ont été implantées 

bilatéralement dans le GD ventral, puis les souris ont été soumises au NSF. Ni l’analyse de 

survie Kaplan-Meier suivie du test du log-rank de Mantel-Cox (p = 0,49 ; Figure 33B) ni 

l’ANOVA à 1 facteur (F4,43 = 0,89, p = 0,48 ; Figure 33C) n’ont révélé de différences dans les 

latences pour se nourrir dans le nouvel environnement. De façon inattendue, l’administration 

chronique de corticostérone n’a pas induit de phénotype anxio-dépressif chez la souris au fond 

mixte 129SV/BL6. Les effets du traitement avec la fluoxétine et de l’administration locale de 

Ro25-6981 n’ont donc pas été évalués dans ces conditions. Ainsi, l’implantation des fibres 

d’injection semble interférer avec l’établissement du phénotype anxio-dépressif avec ces 

durées de traitements de la corticostérone et de la fluoxétine (Figure 34). Par conséquent, ils 

ont donc été poursuivis pendant 2 semaines supplémentaires, avant de soumettre les souris à 

un 2ème NSF(2) (protocole Figure 33A). 

 

Figure 33 – Effets comportementaux dans le NSF(1) de l’administration intra-hippocampique bilatérale de Ro25-6981 
après 4 semaines de traitement à la fluoxétine (18 mg/kg/jour) dans le modèle CORT chez des souris implantées avec 
les fibres d’injection. (A) Protocole d’étude de l’effet de l’administration locale de Ro25-6981 après 4 semaines de 
traitement à la fluoxétine. (B et C) Les latences pour se nourrir dans le nouvel environnement sont représentées en analyse de 
survie (B) et selon la moyenne ± SEM des latences en secondes (C). 
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Evaluation de l’effet de type antidépresseur du traitement chronique avec la fluoxétine : 

 Suivant le même protocole que ci-dessus, nous avons évalué l’effet comportemental dans 

le NSF(1) de 4 semaines de traitement avec la fluoxétine (18 mg/kg/jour) dans le modèle 

CORT (5 mg/kg/jour) (protocole Figure 34A). L’analyse de survie Kaplan-Meier suivie du 

test du log-rank de Mantel-Cox (p = 0, 0176 ; Figure 34B) ainsi que l’ANOVA à 1 facteur 

(F2,17 = 8,21, p = 0,0032) ont révélé une différence significative dans les latences pour se 

nourrir dans le nouvel environnement. Le test du Tukey conduit a posteriori indique une 

augmentation significative de cette latence chez les souris exposées à la corticostérone par 

rapport aux souris non exposées (CORT/VEH vs VEH p < 0,01) et une diminution 

significative de la latence pour se nourrir dans le nouvel environnement chez les souris 

exposées à la fluoxétine par rapport aux souris seulement exposées à la corticostérone 

(CORT/FLX vs CORT/VEH p < 0,01) (Figure 34C). Une ANOVA à 1 facteur n’a pas révélé 

de différence dans les latences pour se nourrir dans la cage d’origine (F2,17 = 0,88, 

p = 0,4326). L’appétence des souris n’est pas affectée. Le modèle étant ainsi validé, nous 

avons pu poursuivre le protocole de microdialyse chez ces mêmes animaux. 

 

Figure 34 – Effets comportementaux dans le NSF(1) d’un traitement de 4 semaines à la fluoxétine (18 mg/kg/jour) 
dans le modèle CORT chez des souris sans chirurgie. (A) Protocole d’étude de l’effet de 4 semaines de traitement à la 
fluoxétine. (B et C) Les latences pour se nourrir dans le nouvel environnement sont représentées en analyse de survie (B) et 
selon la moyenne ± SEM des latences en secondes (C). (D) Latences pour se nourrir dans la cage d’origine, exprimées en 
moyenne ± SEM. ** p < 0,01 
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Evaluation de l’effet du traitement chronique avec la fluoxétine sur la prolifération des 
nouveaux neurones : 

 Dans ce second objectif, nous avons souhaité cibler les jeunes neurones par une 

approche pharmacologique par l’administration locale bilatérale de Ro25-6981 après un 

traitement chronique à la fluoxétine. Nous avions supposé que ce traitement chronique avec 

un ISRS engendrerait une stimulation des étapes de neurogenèse adulte hippocampique, 

augmentant ainsi le nombre de jeunes neurones exprimant les récepteurs NMDA contenant la 

sous-unité GluN2B. Cette hypothèse, supportée par la littérature  (Santarelli et al., 2003; J. 

W. Wang et al., 2008), indiquerait que chez les souris exposées au traitement chronique avec 

la fluoxétine, le Ro25-6981 pourrait cibler un nombre plus important de jeunes neurones. 

 Pour vérifier l’augmentation de l’activité proliférative après le traitement chronique 

avec la fluoxétine, nous avons marqué les neurones de l’hippocampe en prolifération par une 

détection de Ki67 par immunohistochimie (Figure 35A). Une ANOVA à 1 facteur a révélé 

une différence significative des neurones en division entre les différents groupes 

(F2,15 = 12,84, p = 0,0006). Le test du Tukey conduit a posteriori indique que les animaux 

traités avec la fluoxétine ont significativement plus de neurones en division dans 

l’hippocampe vis-à-vis des animaux n’ayant pas reçu de corticostérone (p < 0,05) et vis-à-vis 

des animaux exposés à la corticostérone (p < 0,005) (Figure 35B). La fluoxétine stimule bien 

la prolifération des jeunes neurones dans notre expérience. 
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Figure 35 – Augmentation de l’activité proliférative après le traitement chronique avec la fluoxétine. (A) Schéma du 
GD sur une coupe frontale à approximativement – 3 mm du bregma, provenant de l’atlas du cerveau de souris de Franklin et 
Paxinos (2007). (B) Images représentatives du marquage Ki67 sur des coupes du GD chez des animaux n’ayant pas reçu de 
corticostérone, ou en ayant reçu avec la fluoxétine ou non. La barre d’échelle représente 100 µm. (C) Le comptage des 
neurones exprimant Ki67 a été réalisé sur 1/6 de l’hippocampe. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM. *p<0,05, 
***p<0,005 

 

 

 En conclusion, ce travail a démontré l'effet de type antidépresseur de l'administration 

locale d'un antagoniste de la sous-unité GluN2B dans un test neurogenèse-dépendant, ainsi 

que l'augmentation des transmissions glutamatergique et GABAergique, respectivement 

indépendante et dépendante du traitement par la fluoxétine. 
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 Objectif 3 : Effet comportemental et neurochimique de la stimulation ou 

de l’inhibition des jeunes neurones chez le même animal 

 Dans ce troisième objectif, nous avons voulu cibler les jeunes neurones par une approche 

d’optogénétique afin d'évaluer les modifications de neurotransmissions dans le GD ventral par 

ces jeunes neurones. Cette approche optogénétique complète les résultats obtenus 

précédemment qui n’ont permis qu’un apport prédictif d’informations sur l’implication des 

jeunes neurones puisque même si l’expression de GluN2B est importante chez les jeunes 

neurones, elle n’est pas exclusive (Groc et al., 2006; Tovar & Westbrook, 1999). Nous avons 

souhaité évaluer l’implication sélective des jeunes neurones et leurs rôles comportemental et 

neurochimique, par manipulation optogénétique de leur activité électrique durant la période 

critique de 4 à 6 semaines après division. 

 Vérification de l’expression de la Channelrhodopsine 2 et de 

Archaerhodopsine au niveau des jeunes neurones du GD 

 Afin de contrôler sélectivement l'activité électrique des jeunes neurones, nous avons utilisé 

des souris Nestine-ChR2 et Nestine-Arch. Pour les obtenir, une lignée de souris exprimant la 

recombinase Cre dans les cellules souches neurales exprimant Nestine a été croisée avec 2 

lignées de souris permettant une expression conditionnelle soit du canal sodique sensible à la 

lumière bleue ChR2, soit de la pompe à protons sensible à la lumière verte Arch (voir 

paragraphe I.2.1 des matériels et méthodes, Figure 11). Les souris Nestine-ChR2 et Nestine-

Arch ont été comparées aux animaux nés de ce croisement ne possédant pas ce génotype, 

considérés comme WT. 

 L'expression des opsines a été induite par administration du tamoxifène (Figure 36A), 

6 semaines avant la réalisation des expériences d'optogénétique. Cette induction préalable a 

ainsi permis l'étude de la stimulation ou de l'inhibition des jeunes neurones alors âgés 

d'environ 6 semaines, correspondant à la période critique durant laquelle les jeunes neurones 

contribuent aux effets comportementaux neurogenèse-dépendant (détaillée dans Doan et al. 

(2019) pour revue). L'expression de ChR2 et de Arch par les jeunes neurones a été vérifiée 

par des expériences d'immunohistochimie, chez les souris Nestine-ChR2 et Nestine-Arch 

respectivement. Ces expériences d'immunohistochimie ont mis en évidence, par le marquage 

des protéines fluorescentes YFP et GFP, l'expression sélective de ChR2 (Figure 36B) ainsi 

que de Arch (Figure 36C) par les jeunes neurones situés dans le GD de l'hippocampe. 
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A l'inverse, les jeunes neurones des souris WT n'expriment pas ces protéines au niveau des 

jeunes neurones du GD (Figure 36D). 

 

Figure 36 – Marquage des protéines YFP co-exprimées par les cellules qui présentent Channelrhodopsine 2 (ChR2-
YFP) et des protéines GFP co-exprimées par les cellules qui présentent l’Archaerhodopsine (Arch-GFP) au niveau des 
jeunes neurones et coloration des noyaux au DAPI. (A) Induction de l’expression des opsines par administration de 
tamoxifène, selon les constructions génétiques. (B) Expression de ChR2-YFP au niveau des jeunes neurones du GD ventral 
d’un animal Nestine-ChR2. (C) Expression de Arch-GFP au niveau des jeunes neurones du GD ventral d’un animal Nestine-
Arch. (D) Absence de protéines YFP/GFP au niveau des jeunes neurones du GD ventral d’un animal WT. La barre d’échelle 
représente 100 µm. 
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 La stimulation des jeunes neurones augmente la transmission GABAergique 

dans le GD 

 Après l’induction préalable de l’expression de ChR2 et après un traitement chronique à la 

fluoxétine, nous nous sommes intéressés aux modifications de neurotranmissions dans la 

région du GD ventral après la stimulation des jeunes neurones (protocole Figure 37A). Les 

résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux valeurs basales. Les valeurs basales 

moyennes pour la concentration extracellulaire de sérotonine étaient de 4,38 ± 0,80 

fmol/échantillon pour les animaux du groupe WT VEH, 7,95 ± 0,10 fmol/échantillon pour le 

groupe WT FLX et 6,88 ± 1,06 fmol/échantillon pour le groupe ChR2 FLX. Le traitement 

chronique de 4 semaines à la fluoxétine (18 mg/kg/jour) augmente significativement la 

concentration basale extracellulaire de sérotonine (ANOVA à 1 facteur, F2,15 = 4,19, p 

= 0,0358, test de Tukey : WT FLX vs WT VEH p < 0,05, ChR2 FLX vs WT VEH p = 0,08). 

Il n’y a pas d’effet significatif sur les concentrations extracellulaires de sérotonine dans 

l’heure suivant le début de l’illumination (ANOVA à 2 facteurs, stimulation : F6,102 = 0,22, p 

= 0,9871 ; traitement : F2,102 = 1,52, p = 0,2236 ; interaction : F12,102 = 0,40, p = 0,9615 ; 

Figure 37B ; ANOVA à 1 facteur, F2,15 = 2,83, p = 0,0909 ; Figure 37C).  

 Les valeurs basales moyennes pour la concentration extracellulaire de glutamate étaient de 

3,87 ± 1,54 pmol/échantillon pour les animaux du groupe WT VEH, 2,18 ± 0,84 

pmol/échantillon pour le groupe WT FLX et 2,24 ± 0,57 pmol/échantillon pour le groupe 

ChR2 FLX. Aucune différence significative entre ces valeurs basales n’a été mise en évidence 

(ANOVA à 1 facteur, F2,17 = 0,69, p = 0,5168). Concernant les variations de la transmission 

glutamatergique après la stimulation optogénétique, aucune différence significative n’est mise 

en évidence avec le traitement chronique à la fluoxétine. L’illumination n’induit pas de 

modification significative sur les concentrations extracellulaires de glutamate (ANOVA à 2 

facteurs, stimulation : F6,118 = 0,64, p = 0,7004 ; traitement : F2,118 = 1,48, p = 0,2316 ; 

interaction : F12,118 = 0,87, p = 0,5791 ; Figure 37D ; ANOVA à 1 facteur, F2,17 = 1,05, p 

= 0,3708 ; Figure 37E). 

 Enfin, les valeurs basales moyennes pour la concentration extracellulaire de GABA étaient 

de 100,7 ± 38,4 fmol/échantillon pour les animaux du groupe WT VEH, 65,6 ± 30,1 

fmol/échantillon pour le groupe WT FLX et 66,8 ± 21,6 fmol/échantillon pour le groupe 

ChR2 FLX. Aucun effet sur les concentrations extracellulaires basales de GABA n’a été mis 
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en évidence suite au traitement chronique de 4 semaines à la fluoxétine (ANOVA à 1 facteur, 

F2,17 = 0,39, p = 0,6808). La stimulation des jeunes neurones chez les souris Nestine-ChR2 

augmente significativement la transmission GABAergique jusqu’à 30 minutes après la fin de 

la stimulation (ANOVA à 2 facteurs, stimulation : F6,118 = 3,10, p = 0,0074 ; traitement : F2,118 

= 5,96, p = 0,0034 ; interaction : F12,118 = 1,35, p = 0,1980 ; Figure 37F). Une ANOVA à 1 

facteur révèle que la stimulation modifie les concentrations extracellulaires de GABA 

lorsqu’elles sont exprimées en AUC (F2,17 = 4,16, p = 0,0337 ; Figure 37G). 

  

 

Figure 37 - Effets neurochimiques dans le GD ventral de la stimulation des jeunes neurones après 4 semaines de 
traitement à la fluoxétine (18 mg/kg/jour) chez des souris WT et chez des souris Nestine-ChR2 (ChR2). (A) Protocole 
d’étude de l’effet de la stimulation des jeunes neurones. (B – G) Les concentrations extracellulaires basales de 5-HT, de Glu 
et de GABA sont exprimées en pourcentage par rapport au niveau basal de chaque groupe (calculé à partir de 3 dialysats) en 
fonction du temps après le commencement de stimulation optogénétique (B, D et F respectivement), ainsi qu’en valeurs 
d’AUC (% du niveau basal pour chaque groupe, calculé à partir de 3 dialysats) (C, E et G respectivement). ANOVA à 2 
facteurs : stimulation : F6,118 = 3,10, p = 0,0074 ; traitement : F2,118 = 5,96, p = 0,0034 ; interaction : F12,118 = 1,35, p = 0,1980, 
test de Tukey : * p < 0,05 ** p < 0,01 par rapport au groupe WT VEH ; # p < 0,05 ## p < 0,01 par rapport au groupe WT 
FLX. 

 

 La balance excitation/inhibition n’est pas significativement différente après la stimulation 

des jeunes neurones après 4 semaines de traitement à la fluoxétine (ANOVA à 1 facteur, F2,17 

= 1,01, p = 0,3851 ; Figure 38). 
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Figure 38 - Effets de la stimulation des jeunes neurones après 4 semaines de traitement à la fluoxétine (18 mg/kg/jour) 
chez des souris WT et chez des souris Nestine-ChR2 (ChR2) sur la balance GABA/glutamate dans le GD ventral. 

 Absence d’effet comportemental après stimulation des jeunes neurones ou 

après un traitement chronique à la fluoxétine 

 Le NSF a été réalisé chez les mêmes animaux dont les résultats de microdialyse sont 

présentés ci-dessus, et simultanément à l’illumination optogénétique (protocole Figure 39A). 

Ni le traitement chronique de 4 semaines à la fluoxétine, ni la stimulation des jeunes neurones 

n’ont induit d’effet significatif dans la latence pour aller se nourrir dans le NSF par rapport 

aux animaux du groupe contrôle (analyse de survie Kaplan-Meier, test du log-rank, p 

= 0,8315 ; Figure 39B ; ANOVA à 1 facteur, F2,17 = 0,11, p = 0,8977 ; Figure 39C). De même, 

il n’y a pas eu de différences dans la latence pour aller se nourrir dans la cage d’origine 

(ANOVA à 1 facteur, F2,17 = 0,36, p = 0,7003 ; Figure 39D). 

 

Figure 39 - Effets comportementaux dans le NSF de la stimulation des jeunes neurones après 4 semaines de traitement 
à la fluoxétine (18 mg/kg/jour) chez des souris WT et chez des souris Nestine-ChR2 (ChR2), obtenus simultanément à 
la microdialyse. (A) Protocole d’étude de l’effet de la stimulation des jeunes neurones. (B et C) Les latences pour se nourrir 
dans le nouvel environnement sont représentées en analyse de survie (B) et selon la moyenne ± SEM des latences en 
secondes (C). (D) Latences pour se nourrir dans la cage d’origine, exprimées en moyenne ± SEM. 
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 Le lendemain et le surlendemain de la réalisation du NSF, les mêmes animaux ont été 

placés dans l’OF (protocole Figure 40A). Ni le traitement chronique de 4 semaines à la 

fluoxétine, ni la stimulation des jeunes neurones n’ont induit d’effet significatif dans le temps 

passé (ANOVA à 2 facteurs, stimulation : F1,26 = 0,01, p = 0,9144 ; traitement : F2,26 = 0,84, p 

= 0,4449 ; interaction : F2,26 = 0,70, p = 0,5049 ; Figure 40B ; ANOVA à 2 facteurs, 

stimulation : F1,20 = 0,21, p = 0,6485 ; traitement : F2,20 = 1,60, p = 0,2268 ; interaction : F2,20 = 

0,66, p = 0,5287 ; Figure 40C) ou le nombre d’entrées dans le centre du champ (ANOVA à 2 

facteurs, stimulation : F1,26 = 0,17, p = 0,6873 ; traitement : F2,26 = 2,17, p = 0,1340 ; 

interaction : F2,26 = 0,44, p = 0,6509 ; Figure 40D ; ANOVA à 2 facteurs, stimulation : F1,20 = 

0,31, p = 0,5861 ; traitement : F2,20 = 1,54, p = 0,2397 ; interaction : F2,20 = 0,50, p = 0,6146 ; 

Figure 40E), ni dans la distance ambulatoire parcourue (ANOVA à 2 facteurs, stimulation : 

F1,26 = 0,06, p = 0,8078 ; traitement : F2,26 = 0,26, p = 0,7735 ; interaction : F2,26 = 0,64, p = 

0,5341 ; Figure 40F ; ANOVA à 2 facteurs, stimulation : F1,20 = 0,55, p = 0,4660 ; traitement : 

F2,20 = 0,57, p = 0,5763 ; interaction : F2,20 = 0,002, p = 0,9982 ; Figure 40E) dans l’OF par 

rapport aux animaux du groupe contrôle. 
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Figure 40 - Effets comportementaux dans l’OF de la stimulation des jeunes neurones après 4 semaines de traitement à 
la fluoxétine (18 mg/kg/jour) chez des souris WT et chez des souris Nestine-ChR2 (ChR2), en fonction de la séquence à 
laquelle l’illumination a été réalisée. (A) Protocole d’étude de l’effet de la stimulation des jeunes neurones. (B et C) Temps 
passé dans le centre du champ lors de l’illumination ou non, en fonction de la journée de test et de la séquence d’illumination. 
(D et E) Nombre d’entrées dans le centre du champ lors de l’illumination ou non, en fonction de la journée de test et de la 
séquence d’illumination. (Fet G) Distance ambulatoire parcourue lors de l’illumination ou non, en fonction de la journée de 
test et de la séquence d’illumination. Les données sont représentées en moyenne ± SEM. 

 

 Pour conclure, ce travail a mis en évidence que la stimulation des jeunes neurones 

augmente la transmission GABAergique dans le GD ventral. Cette étude de l’effet de la 

stimulation des jeunes neurones n’a pas établi de lien entre la neurochimie et le comportement 

du fait de l’absence d’un effet de type antidépresseur d’un traitement chronique à la fluoxétine 

chez les animaux. Nous avons donc décidé de poursuivre les expériences d’optogénétique 

dans le modèle CORT. 
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 Résultats complémentaires : Effet comportemental de l’inhibition des jeunes 

neurones dans un modèle d’anxiété/dépression 

 Après l’induction préalable d’un état de type anxio-dépressif et de l’expression de Arch, et 

après un traitement chronique à la fluoxétine, nous nous sommes intéressés à l’effet de 

l’inhibition des jeunes neurones dans la région du GD ventral. Le NSF et l’OF ont été réalisés 

chez des animaux pré-traités par la corticostérone, puis chez qui la fluoxétine a été donnée 

ensuite de façon concomitante à la corticostérone pour 4 semaines (protocole Figure 41A). 

Sur les 17 animaux traités, seuls 9 ont survécu après la chirurgie (Figures 41 et 42).  

 

Figure 41 - Effets comportementaux dans le NSF de l’inhibition des jeunes neurones après 4 semaines de traitement à 
la fluoxétine (18 mg/kg/jour) dans le modèle CORT chez des souris WT et chez des souris Nestine-Arch (Arch). (A) 
Protocole d’étude de l’effet de l’inhibition des jeunes neurones. (B et C) Les latences pour se nourrir dans le nouvel 
environnement sont représentées en analyse de survie (B) et selon la moyenne ± SEM des latences en secondes (C). (D) 
Latences pour se nourrir dans la cage d’origine, exprimées en moyenne ± SEM. 
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Figure 42 - Effets comportementaux dans l’OF de l’inhibition des jeunes neurones après 4 semaines de traitement à la 
fluoxétine (18 mg/kg/jour) dans le modèle CORT chez des souris WT et chez des souris Nestine-Arch (ARCH), en 
fonction de la séquence à laquelle l’illumination a été réalisée. (A) Protocole d’étude de l’effet de l’inhibition des jeunes 
neurones. (B et C) Temps passé dans le centre du champ lors de l’illumination ou non, en fonction de la journée de test et de 
la séquence d’illumination. (D et E) Nombre d’entrées dans le centre du champ lors de l’illumination ou non, en fonction de 
la journée de test et de la séquence d’illumination. (Fet G) Distance ambulatoire parcourue lors de l’illumination ou non, en 
fonction de la journée de test et de la séquence d’illumination. Les données sont représentées en moyenne ± SEM. 

 

 Ainsi, du fait de cette mortalité très importante, nous n’avons pas pu obtenir un nombre 

suffisant d’animaux dans chaque groupe afin de pouvoir analyser de façon rigoureuse de telles 

données. De plus, l’observation de ces animaux a montré leurs difficultés à récupérer de la 

chirurgie ce qui rend encore plus incertaine l’interprétation des résultats. Ces faits nous on fait 

considérer qu’il n’était pas judicieux de doser les échantillons issus de la microdialyse. 
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 Les EDC sont des troubles mentaux courants et invalidants. Les ISRS sont la classe 

d’antidépresseurs la plus prescrite, mais leur mécanisme d'action n'est pas totalement élucidé. 

L’intégration des jeunes neurones issus de la neurogenèse adulte hippocampique dans le GD 

jouerait un rôle clef dans le mécanisme d’action des antidépresseurs. Ces travaux de thèse ont 

permis d'étudier grâce à différentes techniques combinées chez la souris le rôle des jeunes 

neurones dans les effets des antidépresseurs. Nous nous sommes intéressés aux variations de 

neurotransmissions engendrées suite à l’intégration de ces nouveaux neurones dans le GD 

ventral après un traitement chronique avec la fluoxétine. 

 Lien des jeunes neurones avec les cellules granulaires matures : Deux 

hypothèses 

 Concernant les efférences du GD, les cellules granulaires projettent vers l'arborisation 

dendritique des cellules pyramidales de l'aire CA3 de l’hippocampe, mais pas uniquement. 

D’autres efférences ont été étudiées par des marquages d’immunohistochimie chez le rat, 

révélant une projection des cellules granulaires vers des interneurones GABAergiques de la 

région hilaire du GD (Acsady et al., 1998). 

 Plus précisément pour les nouveaux neurones issus de la neurogenèse adulte 

hippocampique, une étude électrophysiologique sur tranches hippocampiques de souris a 

révélé des contacts synaptiques entre les jeunes neurones avec les cellules pyramidales de 

l'aire CA3 ainsi qu’avec des interneurones situés dans le hile du GD (Toni et al., 2008). Il a 

été mis en évidence par imagerie par colorant sensible au potentiel, chez un modèle génétique 

de souris Nestine-CreERT2/Bax permettant une augmentation du nombre de jeunes neurones, 

ainsi que chez des souris irradiées aux rayons X au niveau de l’hippocampe permettant une 

suppression de la neurogenèse, que les jeunes neurones influençaient l’excitabilité des cellules 

granulaires via ces interneurones (Ikrar et al., 2013). Par la suite, la connexion entre les jeunes 

neurones et les neurones matures, notamment via ces interneurones du hile, a été évaluée par 

une expérience d'optogénétique couplée à de l'électrophysiologie sur tranches chez des souris 

exposés à un environnement enrichi (Drew et al., 2016). Dans cette dernière étude, les 

courants post-synaptiques des cellules granulaires matures ont été mesurés, après stimulation 

optogénétique des jeunes neurones jusqu'à 7 semaines après division. Suite à l'exposition à 

l'environnement enrichi, la stimulation des jeunes neurones augmente l'amplitude des courants 

inhibiteurs post-synaptiques. De plus, l'amplitude de ces courants est diminuée après 

application d'antagonistes de récepteurs NMDA et AMPA glutamatergiques (NBQX + AP-5) 
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après blocage synaptique, suggérant ainsi que ces courants inhibiteurs résultent d'un circuit di-

synpatique entre les jeunes neurones et les neurones matures, via un interneurone 

GABAergique. Ceci est étayé par l’étude de Bergami (2015) dans laquelle la neurogenèse 

hippocampique adulte est augmentée après exposition des animaux à un environnement 

enrichi pendant 6 semaines. Dans ce modèle, la stimulation des jeunes neurones induit une 

diminution de la fréquence des courants post-synaptiques excitateurs (Bergami et al., 2015), 

qui sont la conséquence d’une diminution de la transmission glutamatergique. Au 

commencement de cette thèse, ce lien étroit entre les jeunes neurones et les neurones matures 

via des interneurones GABAergiques faisait consensus dans la littérature (Anacker & Hen, 

2017 pour revue).  

 Cependant, une récente étude a étudié les interactions entre les jeunes neurones et les 

neurones matures par électrophysiologie (voir paragraphe III.2 de l'introduction). Cette étude 

a montré l'absence d'un lien indirect entre les jeunes neurones et les neurones matures 

impliquant un interneurone GABAergique dans leurs conditions expérimentales (notamment 

sans environnement enrichi). Cette étude a par ailleurs précisé la nature du lien direct entre les 

jeunes neurones et les neurones matures, via les récepteurs métabotropiques du 

glutamate mGluR2 couplés à des canaux K+ GIRK ou via les récepteurs NMDA en fonction 

d’une faible libération ou d’une libération importante de glutamate par les jeunes neurones, 

respectivement (Luna et al., 2019). La présence de récepteurs métabotropiques du glutamate 

mGluR2 couplés à des canaux K+ GIRK sur les neurones matures avait par ailleurs déjà été 

décrite ; contrairement aux jeunes neurones, qui ne présentent pas d’activité de ces récepteurs 

métabotropiques du glutamate mGluR2 couplés à des canaux K+ GIRK (Gonzalez et al., 

2018). 

 Nous avons choisi de considérer que l’ensemble des expériences mentionnées ci-dessus 

coexistaient, du fait des différences expérimentales, notamment l’augmentation ou non du 

nombre de jeunes neurones par l’utilisation d’un modèle génétique ou par l’utilisation d’un 

environnement enrichi, pouvant engendrer une réorganisation de la connectivité des jeunes 

neurones (Bergami et al., 2015). Les résultats des expériences mentionnées ci-dessus 

pourraient ainsi être complémentaires dans la description des efférences des jeunes neurones 

(Figure 43), qui pourraient expliquer comment les jeunes neurones influencent la réponse des 

ISRS.  
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Figure 43 – Efférences des jeunes neurones immatures dans le gyrus dentelé de l’hippocampe, selon la littérature. Les 
jeunes neurones s’intègrent dans le gyrus dentelé. Les jeunes neurones et les neurones matures sont en compétition 
synaptique pour les afférences en provenance du cortex entorhinal. Les jeunes neurones projettent vers la CA3, mais ils 
projetteraient également vers des interneurones GABAergiques du hile du gyrus dentelé ainsi que directement vers les 
neurones matures de la zone granulaire. Concernant ce lien direct entre les jeunes neurones et les neurones matures, il est 
établi par des récepteurs ionotropiques NMDA du glutamate responsables d’une excitation des neurones matures, ainsi que 
par des récepteurs métabotropiques du glutamate couplés à des canaux K+ responsables d’une inhibition des neurones 
matures, en fonction d’une libération importante ou d’une faible libération de glutamate par les jeunes neurones, 
respectivement. 
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  Objectif 1 : La diminution de la transmission glutamatergique après un 

traitement chronique avec la fluoxétine suggère l’implication 

d’interneurones GABAergiques 

 Ainsi, nous nous sommes intéressés à cette relation étroite entre jeunes neurones issus de la 

neurogenèse hippocampique adulte et traitement antidépresseur, et notamment entre ces liens 

directs ou indirects entre les jeunes neurones et les neurones matures. Pour cela, nous avons 

utilisé la technique de microdialyse chez l’animal éveillé afin d’étudier les variations des 

concentrations extracellulaires de glutamate et de GABA dans le GD ventral suite à 

l’intégration de ces nouveaux neurones dans le GD après un traitement chronique avec la 

fluoxétine. 

 Dans un premier temps, nous avons évalué les modifications de neurotransmissions dans le 

GD ventral chez des souris après un traitement chronique avec la fluoxétine. Tout d’abord, 

nous avons confirmé qu’un traitement chronique avec la fluoxétine augmente la transmission 

sérotoninergique dans le GD ventral, comme déjà constaté dans l'hippocampe (Popa et al., 

2010). Cette expérience a de plus révélé une diminution de la transmission glutamatergique 

après un traitement chronique avec la fluoxétine. Cette diminution pourrait s’expliquer par 

l’implication de la neurogenèse stimulée par ce traitement (Santarelli et al., 2003; J. W. Wang 

et al., 2008). Cette diminution ne semble pas refléter la libération de glutamate par les jeunes 

neurones glutamatergiques, ces derniers étant plus nombreux, ils conduiraient dans ce cas à 

une augmentation de la transmission glutamatergique. Les jeunes neurones pourraient être 

impliqués via la dépolarisation des interneurones GABAergiques situés dans le hile du GD 

(Drew et al., 2016), qui inhibent alors les cellules granulaires matures du GD ; cette inhibition 

des cellules granulaires matures glutamatergiques conduirait à cette diminution de la 

transmission glutamatergique. De plus, la population de jeunes neurones étant augmentée 

après le traitement chronique à la fluoxétine, le phénomène de compétition synaptique des 

jeunes neurones avec les neurones matures pour recevoir les afférences de la voie perforante 

en provenance du cortex entorhinal (voir paragraphe III.2 de l'introduction, Article 1) 

favoriserait la stimulation des jeunes neurones. Ceci renforcerait le phénomène d’inhibition 

des neurones matures décrit ci-dessus et aboutissant à la diminution de libération du glutamate 

(Figure 44). Nos résultats ne confirment pas l’existence d’un lien direct entre les jeunes 

neurones et les neurones matures, comme décrit dans l’étude de Luna (Luna et al., 2019). 

Selon cette hypothèse, une augmentation du nombre de jeunes neurones (par la stimulation 
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des différentes étapes de neurogenèse adulte avec la fluoxétine) devrait conduire à une 

libération importante de glutamate par ces jeunes neurones, et ainsi à l’excitation des 

neurones matures via les récepteurs NMDA : nous aurions dans ce cas dû observer une 

augmentation de la transmission glutamatergique dans le GD ventral. La diminution de la 

transmission glutamatergique obtenue (Figure 30C) pourrait s’expliquer selon cette hypothèse 

par l’inhibition des neurones matures via les récepteurs métabotropiques du glutamate 

mGluR2 couplés aux canaux GIRK, qui ont une forte affinité pour le glutamate (voir 

paragraphe III.2 de l'introduction, Figure 10). Or, dans cette expérience, la libération de 

glutamate par les jeunes neurones ne serait pas faible mais importante. Nos premiers résultats 

ne confirment donc pas le lien direct entre les jeunes neurones et les neurones matures ; ils 

semblent plutôt favoriser uniquement l’hypothèse impliquant un interneurone GABAergique. 

Cependant, la technique de microdialyse que nous avons utilisée ne permet peut-être pas 

d’apporter des informations si précises sur les projections des jeunes neurones, du fait de la 

longue durée de collecte des dialysats de plusieurs minutes qui pourrait permettre 

l’intervention de différentes cellules. Les concentrations extracellulaires de glutamate et de 

GABA pourraient provenir d’autres facteurs et l’origine neuronale par les neurones 

granulaires reste à vérifier. En effet, elles sont impliquées dans la synapse tripartite entre les 

neurones pré-synaptiques, les neurones post-synaptiques et les astrocytes (voir paragraphe 

I.2.4 de l'introduction), dans laquelle les mitochondries et plus particulièrement le cycle de 

Krebs ont un rôle important. Lors d’expériences de microdialyse, l’utilisation de tétrodotoxine 

bloquant les canaux sodique voltage-dépendant indique que les concentrations extracellulaires 

de glutamate reflèterait la balance entre la libération neuronale du glutamate et la recapture 

par les neurones post-synaptiques ainsi que par les astrocytes (Rocher et al., 1999).  

 Dans cette première expérience chez des souris 129Sv/Pas, l’étude des variations des 

concentrations extracellulaires de glutamate et de GABA dans le GD ventral suite à 

l’intégration des nouveaux neurones issus de la neurogenèse hippocampique adulte dans le 

GD a été limitée par le manque de sélectivité des effets du traitement chronique avec la 

fluoxétine. Ainsi, la diminution des concentrations extracellulaires basales de glutamate que 

nous avons mis en évidence pourrait s’expliquer par l’implication de la neurogenèse stimulée 

par le traitement chronique à la fluoxétine, mais elle pourrait également s’expliquer par 

l’augmentation de la transmission sérotoninergique conduisant à la dépolarisation 

d’interneurones médiée par des récepteurs 5-HT3 (Turner et al., 2004). Afin de confirmer 

l’implication de la neurogenèse hippocampique adulte sur les variations des concentrations 
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extracellulaires de glutamate et de GABA dans le GD ventral, nous avons par la suite réalisé 

une expérience avec une approche pharmacologique afin de cibler ces nouveaux neurones. 

 

 

Figure 44 - Efférences des jeunes neurones immatures dans le gyrus dentelé de l’hippocampe après traitement 
chronique avec la fluoxétine 

  Objectif 2 : L’augmentation de la transmission glutamatergique après 

diminution de l’activité électrique des jeunes neurones serait due à la 

désinhibition d’interneurones GABAergiques 

 Afin de cibler les jeunes neurones possédant des récepteurs NMDA contenant la sous-unité 

GluN2B, nous avons administré localement le Ro25-6981 dans le GD ventral, chez des souris 

ayant reçu un traitement chronique avec la fluoxétine après établissement du modèle CORT. 

L’expression de ces récepteurs NMDA contenant la sous-unité GluN2B étant importante chez 

les jeunes neurones, l’antagonisme de ces récepteurs devrait diminuer l’activité électrique 

chez cette population neuronale et ainsi affecter l’effet comportemental qui leur est associé. 

Dans cette hypothèse, le Ro25-6981 bloquerait la sous-unité GluN2B conduirait ainsi à une 

perte de l’effet de type antidépresseur neurogenèse-dépendant dans le NSF lors d’un 
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traitement chronique avec la fluoxétine. De plus, notre hypothèse était soutenue par le fait 

que, dans un modèle génétique de souris n’exprimant plus la sous-unité GluN2B de façon 

spécifique dans les jeunes neurones, cet effet comportemental neurogenèse-dépendant était 

aboli (Tannenholz et al., 2016). Contrairement à ce que nous attendions, nous avons constaté 

un effet de type antidépresseur de l’administration locale du Ro25-6981 dans le test du NSF, 

indépendamment du traitement avec la fluoxétine. Ces différents résultats entre l’approche 

génétique et notre approche pharmacologique pourraient s’expliquer par l’antagonisme de la 

sous-unité GluN2B par la fluoxétine, démontré in vitro (Kiss et al., 2012). Cela expliquerait 

qu’en l’absence de cette sous-unité GluN2B chez les jeunes neurones par l’approche 

génétique, l’effet de type antidépresseur neurogenèse-dépendant ne soit pas retrouvé. Dans 

notre approche pharmacologique, la fluoxétine et le Ro25-6981 auraient donc bien le même 

effet d’antagonisme de la sous-unité GluN2B conduisant à un effet de type antidépresseur. 

L’injection bilatérale de Ro25-6981 évite une compensation de l’hippocampe controlatéral 

qui pourrait avoir lieu lors d’une injection unilatérale (Durham et al., 2011). De plus, cette 

approche pharmacologique d’administration locale de Ro25-6981 dans le GD ventral souligne 

l’importance du GD dans les effets observés, mais nous ne pouvons pas affirmer que les effets 

obtenus soient uniquement dus à l’antagonisme des récepteurs NMDA contenant la sous-unité 

GluN2B des jeunes neurones. D’une part, l’injection dans le GD ventral pourrait avoir 

diffusée dans l’hippocampe voire en dehors de l’hippocampe et le Ro25-6981 ainsi cibler 

d’autres types cellulaires, tels que les neurones pyramidaux exprimant également la sous-unité 

GluN2B (Kannangara et al., 2014; Kheirbek et al., 2012; Rauner & Kohr, 2011) ; d’autre part, 

le Ro25-6981 pourrait cibler des récepteurs NMDA contenant la sous-unité GluN2B extra-

synaptiques (Groc et al., 2006; Tovar & Westbrook, 1999). L’antagonisme de l’ensemble de 

ces récepteurs NMDA contenant la sous-unité GluN2B dans l’ensemble des cellules 

hippocampiques pourrait causer les effets observés du Ro25-6981. Ainsi, comme lors d’une 

administration systémique (N. Li et al., 2010; N. Li et al., 2011; Talbot et al., 2016), 

l’application locale de Ro25-6981 dans le GD ventral induit un effet de type antidépresseur. 

 Par ailleurs, et bien que ces résultats doivent encore être confirmés avec le dosage des 

derniers échantillons disponibles issus de la microdialyse, nous avons mis en évidence dans le 

GD ventral une augmentation de la transmission glutamatergique après administration 

bilatérale intra-hippocampique de Ro25-6981 chez des souris ayant ou non reçu un traitement 

chronique avec la fluoxétine. Ainsi, bien que les récepteurs NMDA antagonisés ne soient pas 

exclusivement ceux des jeunes neurones, il semblerait que l'inhibition de l'activité électrique 
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des jeunes neurones augmente les concentrations extracellulaires de glutamate dans le GD 

ventral. Il s’agit de l’effet inverse de ce qui avait été obtenu précédemment par l'augmentation 

de cette population neuronale avec le traitement chronique à la fluoxétine. Ici encore, il 

semble que cette augmentation de la transmission glutamatergique ne reflète pas la libération 

de glutamate par les jeunes neurones, qui en serait diminuée par l’inhibition de leur activité 

électrique, et non pas augmentée, comme constatée. Ainsi, grâce à l’antagonisme des 

récepteurs NMDA contenant la sous-unité GluN2B, l’activité électrique des jeunes neurones 

serait inhibée : ils ne feraient plus intervenir les interneurones GABAergiques situés dans le 

hile du GD, ce qui conduirait alors à la désinhibition des neurones matures glutamatergiques 

(Figure 45). Concernant l’hypothèse du lien direct, ces résultats ici ne semblent pas l’étudier, 

l’activité électrique des jeunes neurones étant inhibée, les jeunes neurones ne libèreraient plus 

de glutamate vers les neurones matures.  

 

Figure 45 - Efférences des jeunes neurones immatures dans le gyrus dentelé de l’hippocampe après traitement 
chronique avec la fluoxétine et après administration locale intra-hippocampique de Ro25-6981. 

 Dans cette expérience d'injection locale intra-hippocampique du Ro25-6981, nous avons 

également constaté une tendance à une augmentation de la transmission GABAergique 
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uniquement chez les animaux traités à la fluoxétine. L’observation de cet effet spécifiquement 

chez le groupe traité avec la fluoxétine pourrait indiquer que cette augmentation de la 

transmission GABAergique soit dépendante de l’augmentation du nombre de jeunes 

neurones : cette augmentation permettrait ainsi une inhibition d’un nombre plus important de 

jeunes neurones par l’administration locale de Ro25-6981 ; cette augmentation pourrait 

également être liée à une augmentation du phénomène de décarboxylation du glutamate par la 

GAD dans la synapse tripartite. Dans le contexte de l'hypothèse du lien indirect entre les 2 

populations des cellules granulaires, l’administration de Ro25-6981 devrait conduire à une 

diminution de la transmission GABAergique. Nos résultats ne sont pas en accord avec cette 

hypothèse. L'origine de cette augmentation des concentrations extracellulaires de GABA 

réside peut-être dans une des limites de cette expérience par approche pharmacologique. Une 

étude menée chez la souris indique qu’un traitement chronique avec la fluoxétine inhiberait la 

libération de GABA des interneurones à cholécystokinine. Ceux-ci projetant sur des 

interneurones à parvalbumine, ils seraient alors désinhibés (Medrihan et al., 2017). D’autre 

part, une autre étude d’électrophysiologie indique que l’application de Ro25-6981 sur des 

tranches d’hippocampe de souris réduit l’activité électrique des interneurones (Hanson et al., 

2013). Ces 2 études pourraient expliquer l’effet synergique de l’administration locale intra-

hippocampique du Ro25-6981 et du traitement chronique avec la fluoxétine, sur la 

transmission GABAergique dans le GD ventral. 

 Ainsi, l’utilisation de la technique de microdialyse avec un temps de collecte de plusieurs 

minutes limite à nouveau l’interprétation de ces résultats préliminaires et notamment de 

l’ensemble des cellules impliquées. Cette expérience d’injection locale est également limitée 

dans la sélectivité des cellules situées à proximité du site d’injection qui exprimeraient la 

sous-unité GluN2B ; les effets observés pourraient donc refléter ceux de l’antagonisme de 

plusieurs types cellulaires ou encore ceux de l’antagonisme de récepteurs NMDA contenant la 

sous-unité GluN2B extra- synaptiques. Enfin, les doses utilisées de fluoxétine et de Ro25-

6981 n’ont pas révélé un effet additif ou synergique : il n’est pas à exclure que des doses plus 

faibles auraient pu permettre l’observation de tels effets. 
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  Objectif 3 : L’augmentation de la transmission GABAergique après la 

stimulation des jeunes neurones confirme l’implication d’interneurones 

GABAergiques 

 Enfin, au vu des limites de sélectivité de l’approche pharmacologique, nous avons utilisé 

une approche optogénétique après un traitement chronique avec la fluoxétine, afin d’évaluer 

l’implication sélective des jeunes neurones dans les variations neurochimiques dans le GD 

ventral. Bien que nous n’avons pas pu observer un effet de type antidépresseur de la 

stimulation des jeunes neurones ni du traitement chronique avec la fluoxétine dans cette 

expérience, ce travail a mis en évidence que la stimulation des jeunes neurones augmente la 

transmission GABAergique dans le GD ventral, sans effet sur la transmission glutamatergique 

(Figure 46). Tout comme lors des résultats obtenus dans l’objectif 1 (voir paragraphe II), une 

augmentation des concentrations extracellulaires de GABA dans le GD ventral après 

stimulation optogénétique des jeunes neurones est en accord avec l’hypothèse d’un lien 

indirect entre jeunes neurones et neurones matures. En effet, la stimulation des jeunes 

neurones après le traitement chronique avec la fluoxétine pourrait dans ce cas conduire à la 

libération plus importante du GABA. Cette augmentation des concentrations extracellulaires 

de GABA pourrait indiquer une inhibition plus importante des neurones matures, qui devrait 

alors se refléter par une diminution de la transmission glutamatergique dans le GD ventral. 

Une telle diminution n’a pas été constatée. Cela est peut-être dû à la libération augmentée de 

glutamate suite à la stimulation des jeunes neurones. Le lien direct entre les jeunes neurones 

et les neurones matures pourrait également expliquer cela ; en effet, la stimulation des jeunes 

neurones engendrerait une libération importante de glutamate, favorisant ainsi l’excitation des 

neurones matures via les récepteurs NMDA. L’excitation des neurones matures pourrait alors 

contrebalancer l’inhibition plus importante de ces neurones. Ce contre balancement de l’effet 

sur les neurones matures pourrait alors expliquer l’absence d’un effet de type antidépresseur 

par la stimulation des jeunes neurones. En conclusion, cette expérience d’optogénétique serait 

à la fois en accord avec l’existence des liens direct et indirect entre les jeunes neurones et les 

neurones matures. 

 Dans cette expérience d’optogénétique, la stimulation des jeunes neurones a été réalisée 

avec des paramètres destinés à reproduire la fréquence de décharge électrique des cellules 

granulaires ; cependant, il s’agit d’une stimulation synchrone de l’ensemble des jeunes 

neurones exposés à la lumière par les optrodes. Ces limites techniques de la stimulation 
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optogénétique la différencient certainement des conditions physiologiques. De plus, les 

conséquences neurochimiques de la stimulation des jeunes neurones n’ont pas été à l’origine 

d’effets comportementaux dans le NSF ou dans l’OF, tout comme le traitement chronique 

avec la fluoxétine. Afin d’étudier ces effets comportementaux, nous avons réalisé une 

nouvelle expérience d’optogénétique en utilisant cette fois-ci le modèle CORT. Cette étude a 

été limitée par la mortalité très importante des animaux ainsi que par la difficulté à récupérer 

de l’anesthésie et de la chirurgie chez la souche de souris 129SV/BL6 dans ce modèle CORT. 

 

Figure 46 - Efférences des jeunes neurones immatures dans le gyrus dentelé de l’hippocampe après traitement 
chronique avec la fluoxétine et après stimulation optogénétique des jeunes neurones. 
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Conclusions 

Tableau 6 – Récapitulatif des résultats neurochimiques obtenus  

Expériences réalisées 
Modèle 

animal 
[5-HT]ext [Glu]ext [GABA]ext 

Traitement chronique fluoxétine Naïf ↑ ↓ Ø 

Administration intra-hippocampique 

Ro25-6981 

Modèle 

CORT 

Non-

inclus 
↑ Ø 

Stimulation optogénétique 

des jeunes neurones 
Naïf Ø Ø ↑ 

Inhibition optogénétique 

des jeunes neurones 

Modèle 

CORT 

Non-

inclus 

Non-

inclus 

Non-

inclus 

 

 Ainsi, de nombreuses études ont révélé la connectivité des jeunes neurones issus de la 

neurogenèse adulte hippocampique avec des interneurones GABAergiques du hile du GD. La 

récente étude publiée par Luna et al. (2019) est la première à décrire un lien direct 

bidirectionnel entre les jeunes neurones et les neurones matures. Elle conteste l’existence d’un 

lien indirect entre les jeunes neurones et les neurones matures (Luna et al., 2019). Ce lien 

indirect ne semble pas se retrouver par une approche électrophysiologique, qui permet l’étude 

des conséquences immédiates (dans la seconde suivante) de la stimulation des jeunes 

neurones. Durant cette thèse, nous nous sommes intéressés aux variations de 

neurotransmissions sur des dialysats recueillis toutes les 15 minutes. Cette durée plus 

importante pourrait permettre l’implication de la neurotransmission GABAergique. De plus, 

les conditions expérimentales ne sont pas les mêmes que celles de Luna et al. (2019). Dans 

nos expériences, nous nous sommes intéressés à l’effet du traitement chronique avec la 

fluoxétine ; tandis que dans l’étude de Luna, il n’y a pas de traitement avec un antidépresseur. 

Ce traitement chronique avec la fluoxétine pourrait engendrer une réorganisation de la 

connectivité des jeunes neurones, comme cela est le cas lors d’un environnement enrichi 

(Bergami et al., 2015). Nos résultats (Tableau 6) semblent confirmer l’implication 

d’interneurones GABAergiques situés dans le hile du GD après un traitement chronique avec 

la fluoxétine. Les jeunes neurones dans le GD issus de la neurogenèse adulte hippocampique, 

dont les différentes étapes sont stimulées avec la fluoxétine, semblent donc capables 

d’influencer l’activité globale du GD, bien qu’ils ne constituent qu’une petite population 
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neuronale du GD. Cela serait en grande partie lié aux interneurones GABAergiques situés 

dans le hile du GD et projetant vers les neurones matures du GD. Concernant le lien direct, 

nos expériences suggèrent qu’il s’agit d’un lien potentiel entre ces 2 populations neuronales, 

privilégié ou non selon nos conditions expérimentales. Lors de l’expérience de stimulation 

optogénétique des jeunes neurones, les 2 hypothèses du lien indirect et du lien direct semblent 

bien être complémentaires. 

 En conclusion, bien qu’il s’agisse d’une faible population de cellules, les nouveaux 

neurones dans le DG issus de la neurogenèse hippocampique adulte modifient les 

neurotransmissions glutamatergiques et GABAergiques dans le GD ventral. L’utilisation de la 

microdialyse couplée à l’optogénétique confirme que l’activité électrique des jeunes neurones 

est à l’origine d’un effet neurochimique dans le GD ventral, et qu’il s’agit bien d’un effet 

propre à ces jeunes neurones. 
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Perspectives 

 Ces travaux ont mis en évidence une diminution des concentrations extracellulaires de 

glutamate dans le GD de l’hippocampe suite au traitement chronique avec un ISRS, la 

fluoxétine. Par la suite, les travaux d’inhibition de l’activité électrique des jeunes neurones par 

une approche pharmacologique ont montré une augmentation de ces concentrations 

extracellulaires de glutamate dans le GD de l’hippocampe. Ces résultats supposent que les 

jeunes neurones influencent l’activité globale du GD en modifiant l’activité électrique des 

neurones matures, par l’intervention d’interneurones GABAergiques hilaires. Enfin, les 

expériences de stimulation optogénétique ont confirmé cette hypothèse en révélant une 

augmentation des concentrations extracellulaires de GABA dans le GD de l’hippocampe. 

 Il serait intéressant de poursuivre ces travaux, tout d’abord en vérifiant si cette 

augmentation de la transmission GABAergique dans le GD suite à la stimulation 

optogénétique des jeunes neurones s’accompagne bien d’effets comportementaux de type 

antidépresseur neurogenèse-dépendant. Il faudrait ainsi réaliser les mêmes expériences 

d’optogénétique couplés à la microdialyse lors de plusieurs tests comportementaux 

neurogenèse-dépendant ou –indépendant dans le modèle CORT. A l’inverse, la réalisation de 

ces expériences en inhibant les jeunes neurones permettrait de confirmer ces résultats. Cela 

est d'autant plus prometteur puisque l'utilisation de la technique de chimiogénétique (plus 

précisément DREADD (Designer Receptor Exclusively Activated by Designer Drugs, 

récepteur activé uniquement par un ligand synthétique)) montre des résultats dans des tests 

neurogenèse-indépendant. L'inhibition de l'activité électrique des jeunes neurones, après un 

traitement chronique avec la fluoxétine ou non, entraîne une augmentation du temps 

d'immobilité dans le TST et une diminution de la distance parcourue dans le centre de l'OF. 

Au contraire, la stimulation des jeunes neurones par chimiogénétique, sans traitement avec la 

fluoxétine, entraîne une diminution du temps d'immobilité dans le TST et une augmentation 

de la distance parcourue dans le centre de l'OF (Tunc-Ozcan et al., 2019). 

 Enfin, de nouvelles expérimentations pourraient être mises en place : 

 La potentialisation de la transmission GABAergique par l’administration locale intra-

hippocampique d’un modulateur allostérique positif des interneurones 

GABAergiques (diazépam). En effet nos données soulignent le rôle de la transmission 

GABAergique dans l’activité des jeunes neurones du GD. En revanche, la stimulation 

optogénétique est synchrone et ubiquitaire ce qui la différencie certainement des 
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conditions physiologiques. Ainsi, le fait de potentialiser localement la transmission 

GABAergique en administrant le diazépam n’affectera pas aussi drastiquement 

l’activité des jeunes neurones que la stimulation optogénétique. Nous espérons donc 

ainsi corréler la potentialisation de l’effet comportemental de la fluoxétine dans le 

NSF avec les effets sur les transmissions GABAergique et glutamatergique 

hippocampiques. 

 L’inhibition optogénétique des interneurones GABAergiques du hile du GD, qui 

devrait empêcher les effets de type antidépresseur neurogenèse-dépendant ? 

 Confirmer la présence ou l’absence de lien entre les jeunes neurones et les neurones 

matures en détruisant les jeunes neurones aux rayons X ou en utilisant des souris 

génétiquement modifiées GFAP-TK (Saxe et al., 2006).  

 La mesure des variations de neurotransmissions dans le subiculum, la région de 

projection des cellules pyramidales de l’aire CA1, après la stimulation ou l’inhibition 

optogénétique des jeunes neurones. 
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Résumé : Les épisodes dépressifs caractérisés sont 
la première cause d’incapacité dans le monde 
d’après l’OMS. Les inhibiteurs sélectifs de la 
recapture de la sérotonine (ISRS) sont la classe 
d’antidépresseurs la plus prescrite, mais ils ont un 
délai d’action retardé, non entièrement expliqué par 
la stimulation de la neurotransmission 
sérotoninergique. L’intégration des jeunes neurones 
issus de la neurogenèse adulte hippocampique dans 
le gyrus dentelé (GD) de l’hippocampe jouerait un 
rôle clef dans l’efficacité des ISRS. Nous nous 
sommes intéressés aux variations de 
neurotransmissions dans le GD ventral engendrées 
par l’intégration de ces nouveaux neurones après un 
traitement chronique avec la fluoxétine, grâce à un 
couplage de la microdialyse intracérébrale à des 
outils pharmacologiques et optogénétiques chez la 
souris. L’administration chronique de fluoxétine a 
engendré une diminution des transmissions 
glutamatergiques dans le GD. 
 
 

La sous-unité GluN2B du récepteur NMDA du 
glutamate des jeunes neurones jouant un rôle 
important dans les effets antidépresseurs, nous 
avons souhaité inhiber les jeunes neurones par 
l’administration locale dans le GD ventral d’un 
antagoniste sélectif de la sous-unité GluN2B du 
récepteur NMDA (Ro25-6981) après un traitement 
chronique avec la fluoxétine, produisant ainsi une 
libération des concentrations extracellulaires de 
glutamate dans le GD. Enfin, la stimulation 
sélective des jeunes neurones par optogénétique 
a révélé une augmentation des concentrations 
extracellulaires de GABA dans le GD. Mes travaux 
de thèse apportent des éléments indirects et 
directs des effets neurochimiques des jeunes 
neurones. Ces effets neurochimiques 
constitueraient le lien entre les effets 
électrophysiologiques et comportementaux 
attribués aux jeunes neurones de l’hippocampe. 

 

 

Title: Contribution of adult-born granule cells on hippocampal neurotransmissions following chronic 
fluoxetine 

Keywords: fluoxetine, young neurons, adult hippocampal neurogenesis, glutamate, GABA, dentate gyrus 

Abstract: Major depressive episodes are the leading 
cause of disability worldwide. Selective serotonin 
reuptake inhibitors are the most prescribed 
antidepressant class of drugs. However, they have a 
delayed onset of action, which is not fully explained 
by the activation of serotoninergic 
neurotransmission. Does the integration of young 
neurons from adult hippocampal neurogenesis in 
the dentate gyrus (DG) of the hippocampus play a 
key role? To answer this question, we investigated 
the changes in neurotransmissions in the ventral DG 
caused by the integration of these new neurons 
after chronic fluoxetine treatment, by coupling 
intracerebral microdialysis to pharmacologic and 
optogenetic tools. Chronic fluoxetine decreased 
glutamatergic transmissions in the DG. 
fluoxetine 

Since the GluN2B subunit of NMDA receptors in 
young neurons has a key role in antidepressant 
effects, we aimed to inhibit young neurons by 
local administration of a selective GluN2B subunit 
antagonist (Ro25-6981) in chronically-treated 
mice with fluoxetine, which increased DG 
extracellular levels of glutamate. Finally, the 
selective optogenetic stimulation of young 
neurons revealed an increase in DG extracellular 
GABA levels. My thesis work provides indirect and 
direct arguments for the role of adult-born 
granule cells’ in neurochemical effects, which 
would provide the link between the 
electrophysiological and behavioral effects 
attributed to young neurons. 
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