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Résumé

Des études génétiques humaines ont impliqué des variants alléliques du gene CHRNAS,
codant pour la sous-unité a5 du récepteur nicotinique cholinergique (a5-nAChR), comme
facteurs de risque au développement de troubles de I'usage d’alcool (TUALs). L'un de ces
variants appelé a5-SNP D398N est particulierement représenté chez les occidentaux (~35%
des individus). Pourtant, les mécanismes par lesquels ces variants générent un tel risque est
inconnu. Dans ce contexte, I'objectif de ma these était de comprendre comment les processus
comportementaux et les réseaux neuronaux impliqués dans la vulnérabilité aux TUALs sont
modifiés par le SNP D398N de la sous-unité a5. Pour cela, j’ai utilisé des souris transgéniques
males et femelles exprimant soit le a5-SNP humain (souris a5Kl), soit une délétion du gene
CHRNAGS (souris a5K0), et articulé mes travaux autour de 3 questions :

(1) Comment le SNP ou la délétion de la sous-unité a5 modifient le comportement de

consommation d’alcool ?

(2) Quel est le substrat neuronal de ces modifications ? En me concentrant sur les

régions cérébrales exprimant la plus forte densité d’a5 : I'aire tegmentale ventrale

(ATV), structure clé du systéme de la récompense et le noyau interpédonculaire (IPN)

impliqué dans I'aversion.

(3) Est-ce que ces mutations de la sous-unité a5 modifient les traits pré

consommatoires ?

En  combinant modeéles  d’auto-administration  d’alcool et  enregistrements
électrophysiologiques in vitro des neurones dopaminergiques de I'ATV et GABAergiques de
I'IPN, nous avons constaté que lI'absence de la sous-unité a5 favorise la consommation
d’alcool a fortes doses et entraine une inversion de I'antagonsime fonctionnel du circuit ATV-
IPN. Nous avons ensuite confirmé, l'implication des neurones GABAergiques de I'IPN
exprimant la sous-unité a5 dans le contréle de la consommation d’alcool grace a la
réexpression neurospécifique de cette sous-unité.

En testant ensuite les souris a5Kl, j’ai constaté que le a5-SNP altére la consommation
d’alcool de fagon comparable a la délétion : les souris a5KI et a5KO boivent toutes deux de
plus grandes quantités d’alcool a fortes doses. Cependant, de facon surprenante, I’évaluation
phénotypique préconsommatoire de ces deux lignées mutantes révele des phénotypes socio-
émotionnels opposés, évoquant fortement deux profils alcooliques humains établis par
Cloninger et coll.,, : le type | = plus féminin, « évitant » et anxieux ; versus le type Il = masculin,
« chercheur de sensations ». Ces données suggerent que les modeles précliniques exprimant
des variants génétiques humains peuvent aider a identifier différentes motivations a
consommer, et donc différents sous-types de TUALs, et les mécanismes neurobiologiques
sous-jacents. Ceux-ci constitueraient une avancée majeure pour le développement de
traitements personnalisés et donc potentiellement plus efficaces.

Mots-clés : sous-unité a5 du récepteur nicotinique cholinergique ; aire tegmentale ventrale ;
noyau interpédonculaire ; souris transgéniques, troubles de l'usage d’alcool; traits pré
consommatoires.



Abstract

Human genetic studies have implicated gene variants in the CHRNAS gene, encoding
for the a5 nicotinic acetylcholine receptor subunit (a5-nAChR), as high risk factors for
developing alcohol use disorders (AUDs). The single nucleotidic polymorphism (SNP) D398N is
highly represented in Western population (in ~¥35% of individuals). Yet, mechanisms through
which they may influence this risk remain unknown. In this context, the aim of my PhD was to
understand how the a5-SNP modify behavioral processes and neural circuits involved in the
vulnerability to AUDs. To this aim, | used male and female transgenic mice expressing either
the human a5-SNP (a5KI mice), or a deletion of the CHRNAS gene (a5KO mice), and organized
my research work around the three following questions:

(1) How are these a5 subunit mutations modifying alcohol-drinking behaviour?

(2) What is the neural substrate of these modifications? Focusing on regions carrying
the highest density of a5-nAChR in the brain: the ventral tegmental area (VTA), a key
component of the reward system and the interpeduncular nucleus (IPN), which may
mediate a regulation/aversion signal.

(3) Do a5-subunit mutations modify the preconsummatory traits related to alcohol
abuse? Which unfortunately are still poorly assessed in preclinical addiction studies.

By combining models of alcohol self-administration and in-vitro electrophysiological
recordings of the VTA dopaminergic and the IPN GABAergic neurons, we found that the lack
of a5 subunit results in a functional imbalance in the VTA-IPN circuit, shifting the alcohol
consumption toward high doses in both males and females, with nevertheless some sex-
dependent effects. Using viral neurospecific reexpression, we obtained further evidence that
a5-expressing IPN GABAergic neurons play a critical role in the control of alcohol intake.

By testing the a5KI mice, we found that, as for the a5 subunit deletion, the a5-SNP deregulates
alcohol consumption: both a5KIl and a5KO mice drink larger amount of alcohol at high doses.
However, prior any alcohol exposition, these two mutant strains display opposite socio-
emotional phenotypes. Strickingly, these are highly consistent with two human alcoholic
profiles established by Cloninger and colleagues, with: the Type | = female, risk and novelty
‘avoidant’ displaying high anxiety; versus the Type Il = male, ‘sensation seeker’. These data
suggest that preclinical models expressing human genetic variants can help to identify
different motivations to consum and thus different AUDs subtypes while exploring their
neurobiological basis. These could represent a major step toward the development of
personalized and thus more effective treatments.

Keywords: o5 nicotinic acetylcholine receptor subunit; ventral tegmental area; interpeduncular

nucleus; transgenic mice; alcohol use disorders; preconsummatory traits.
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INTRODUCTION GENERALE




Partie | : L’alcool : histoire, effets et circuits neuronaux

- De l'usage au probleme de santé publique

1. L’alcool : 'un des psychotropes licites les plus consommés

a. Breve histoire de I'alcool

Les boissons alcoolisées, qu’elles soient obtenues par fermentation (biere, vin, cidre)
ou par distillation (digestifs, apéritifs, liqueurs et boissons titrant plus de 15% vol d’alcool) ont
pour dénominateur commun I'éthanol (EtOH) de formule chimique CH3sCH,OH, plus connu
sous le terme d’alcool qui sera employé tout au long de ce manuscrit. L'alcool est un

psychotrope naturel qui modifie I'activité cérébrale.

L’ivresse procurée par I'alcool est connue depuis la nuit des temps. Dyonisos (chez les grecs)
et Bacchus (chez les romains) sont les dieux du vin et de ses exces ; apres le déluge, Noé
« planta la vigne et s’enivra » (Geneése). Que ce soit dans un cadre rituel, sacré, convivial ou
festif, la littérature a toujours rapporté la présence d’alcool dans la vie sociale des humains

(Khaderi, 2019).

En France, I'augmentation de la consommation d’alcools forts et les troubles liés a I'exces
d’alcool commencent a mobiliser certains groupes sociaux a la fin du 19éme siecle, qui
obtiennent finalement l'interdiction de I'absinthe par le gouvernement en mars 1915. Aux
Etats-Unis, les désordres causés par I'alcool et la montée de mouvements de moralisation de
la vie publique conduisent de 1919 a 1933 a la prohibition généralisée de I’alcool. La Finlande
adopte la méme regle de 1919 a 1932 et la Russie interdit la vente libre de vodka de 1914 a
1925. Mais face aux difficultés a faire appliquer ces lois, les risques liés a la consommation de
produits non réglementés et I'absence de taxe sur l'alcool, les résolutions de ces

gouvernements prennent fin et I'alcool redevient licite.

Malgré la constatation des conséquences néfastes associées a sa consommation et son statut
temporairement illicite, I'alcool n’a pas toujours été considéré comme une drogue. Etant tres
fortement ancré dans certaines cultures depuis des millénaires, I’opinion publique a tendance
a ne pas considérer I'alcool comme une drogue avant la publication en 1998 d’un rapport
rédigé par le pharmacologue Bernard Roques (Roques et al., 1998). Ce dernier bouscule les

idées recues en établissant une classification des drogues sans préjuger de leur caracteére licite



ou illicite mais en se fondant sur les symptomes de dépendance physiques et psychiques, la
neurotoxicité, la toxicité générale, les effets chez la femme enceinte et le nouveau-né ou
encore la dangerosité sociale. La conclusion du rapport est que I'alcool (tout comme le tabac
et I'héroine) fait partie, d’aprées les criteres de classification mentionnés ci-avant, du premier
groupe de drogues le plus dangereux (les psychostimulants, hallucinogénes et tabac

constituent le deuxiéme groupe, et le cannabis le troisieme groupe).

Pourtant, dans de nombreuses sociétés d’aujourd’hui, la consommation de boissons
alcoolisées fait partie intégrante du paysage culturel, patrimonial et traditionnel et

accompagne les événements festifs de la vie familiale et sociale.

b. Statistiques de ’'OMS (rapport de 2018)

A I'échelle mondiale, I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime qu’il y a
actuellement 2,3 milliards de consommateurs d’alcool (World Health Organization, 2018). La
consommation quotidienne moyenne d’un buveur est de 33 grammes d’alcool pur par jour,
ce qui équivaut approximativement a deux verres de vin (de 150 ml), a une grande bouteille
de biere (de 750 ml) ou a deux verres de spiritueux (de 40 ml). Les enquétes en milieu scolaire
indiquent que, dans de nombreux pays, la consommation d'alcool commence avant I'age de
15 ans et en Europe, pres de 44% des jeunes de 15 a 19 ans sont consommateurs. Au cours de
ces dernieres années, les conduites d’alcoolisation des adolescents et jeunes adultes ont
évoluées avec par exemple I'apparition d’'un nouveau mode de consommation appelé le
« binge drinking ». Ce terme anglo-saxon fait référence a une consommation d’alcool
excessive, c’'est-a-dire jusqu’a intoxication, et épisodique, c’est-a-dire dans un laps de temps
tres court (Maurage et al., 2020). Il s’agit ainsi d’une alternance récurrente entre des épisodes
d'intoxication intense et des périodes d'abstinence, motivée par la recherche intentionnelle

et organisée d’ivresse qui se déroule souvent en groupe et parfois sur la voie publique.

Des mesures nationales de lutte contre la drogue et de prévention des dépendances sont en
place avec par exemple, en France, la MILDECA (Mission Interministérielle de Lutte contre la

Drogue Et les Conduites Addictives ; https://www.drogues.gouv.fr/la-mildeca/). Depuis 1999,

la MILDECA a élargi son champ d’action a l'alcool et a apporté quelques améliorations
observées ces derniéres années aupres des collégiens et lycéens. La MILDECA a notamment
intégré dans sa stratégie la sensibilisation des jeunes, par la recherche, aux dangers des

addictions ; et de sa collaboration avec I’association I’Arbre des connaissances et 'INSERM est


https://www.drogues.gouv.fr/la-mildeca/

né en 2012 le programme Apprentis Chercheurs MAAD (Mécanisme des Addictions a I'Alcool

et aux Drogues ; https://www.maad-digital.fr/thematiques-abordees/apprentis-chercheurs).

Ce programme, auquel mon équipe et moi avons participé deux années de suite ( ),
vise a accueillir au laboratoire un binbme composé d’un collégien et d’un lycéen. A raison de
9 mercredis par an, ces apprentis chercheurs enfilent blouse et gants pour mener des
expériences et étre initier a la recherche dans le domaine des addictions. Cette expérience
trés enrichissante leur permet de prendre conscience des effets délétéres induits par la
consommation d’alcool sur le cerveau, de les aider a opérer des choix éclairés a I'égard de

I'alcool et de partager ces connaissances avec leurs camarades et leur entourage.

i X
Anprents Chercheurs 1] Mission interministériell
MMD L'ARBRE " Inserm Pl
DES @ et les conduites addictives

CONNAISSANCES e et v bl drogues.gouv.fr

Mécanismes Addictions Alcool et Drogues

Figure 1. Apprentis chercheurs MAAD accueillis dans notre équipe pour étre sensibilisés a la
recherche sur les troubles de 'usage d’alcool. Gauche : Florine et Valentine a la paillasse (édition
2017-2018). Droite : Lily-Rose et Mathias en soutien dans les tests comportementaux (édition 2018-

2019).

Mais ces différentes mesures sont relativement récentes et les niveaux de consommation
d’alcool chez les jeunes restent trés préoccupants. De plus, les tendances et les projections
établies en 2018 prévoient une augmentation sur 10 ans de la consommation mondiale
d’alcool par habitant. Or I'abus d’alcool entraine déja aujourd’hui dans le monde 3,3 millions
de décés chaque année, soit 5,9% des décées totaux et prés de 25% des décés chez les 20-39
ans. La consommation d’alcool est un facteur étiologique dans plus de 200 maladies et
traumatismes (World Health Organization., 2018). Elle est associée au risque d’apparition de
troubles mentaux et comportementaux, de maladies hépatiques et cardiovasculaires, de

cancers mais aussi a des traumatismes intentionnels ou non intentionnels résultant d’actes de



https://www.maad-digital.fr/thematiques-abordees/apprentis-chercheurs

violence, de suicides et d’accidents de la circulation routiére. La consommation d’alcool chez
la femme enceinte peut également entrainer un syndrome d’alcoolisme fcetal ou des

complications liées a la prématurité.

On estime qu’au niveau mondial, 237 millions d’hommes et 46 millions de femmes souffrent
de troubles de I'usage d’alcool (TUALs). C'est en Europe et aux Etats-Unis que les prévalences
sont les plus élevées (14,8 % chez les hommes et 3,5 % chez les femmes ; et 11,5 % chez les

hommes et 5,1 % chez les femmes, respectivement).

En dépit de mesures gouvernementales et d’efforts de préventions, les TUALs affectent donc
la santé et la vie de plusieurs centaines de millions de personnes dans le monde, que ce soit
celles des personnes atteintes ou celles des membres de leur famille et de leur entourage. De
plus, malgré les progres réalisés en matiére de diagnostic, de prise en charge et de
traitements, ceux-ci sont encore insuffisants pour soigner de maniére durable les TUALs. Ces
difficultés sont notamment liées a la complexité de ce spectre pathologique (tant dans son
étiologie, que dans son identification ou sa progression) dont I’hétérogénéité n’est
appréhendée que depuis récemment (Litten et al.,, 2015b). Et comme discuté récemment
(Heilig et al., 2021), I'hétérogénéité de la rémission et du rétablissement, ou encore de
I’'absence d’une signature neuronale spécifique de I'addiction, ont fait I'objet de nombreuses
critiques ces derniéres années, remettant en question la considération de I'addiction comme
une pathologie cérébrale (pourtant bien acceptée dans la communauté neuroscientifique).
Ce déni est bien slr une entrave supplémentaire a la compréhension et surtout au
développement de traitements et a leur accés, et souligne aussi le besoin urgent de renforcer

la recherche multidisciplinaire

c. Définition préliminaire des concepts clefs

Malgré ces effets toxiques (ataxie, inattention, diminution des réflexes) et létaux
(détresse respiratoire) a forte dose, I'alcool a des effets récréatifs et anxiolytiques a faible
dose (euphorie, convivialité, levée de I'inhibition sociale). Cette capacité a induire du plaisir
ou a soulager d’une certaine détresse motive sa consommation et la répétition de cette
consommation (Gilman et al., 2008). L’alcool est en effet, comme toutes les drogues, a la fois
récompensant et renforgant. Les récompenses sont les stimuli que le cerveau interprete

comme intrinsequement positifs, alors que les stimuli renforgants sont ceux qui augmentent



la probabilité que les comportements associés avec (impliquant la recherche et la

consommation) soient répétés (Nestler et al., 2009).

Le circuit cérébral de la récompense ciblé par les drogues, répond normalement aux
renforcements naturels tels que la nourriture, I'eau ou le sexe, et inclut les projections
dopaminergiques de l'aire tegmentale ventrale (ATV) du mésencéphale vers le noyau
accumbens (NAc) et d’autres structures du cerveau antérieur. L'usage répété d’alcool produit
de nombreux changements au niveau de ce circuit impliqué dans les phénomenes de
tolérance/sensibilisation, de dépendance notamment psychologique et de rechute (G. F. Koob

et al., 1998).

La tolérance ou sensibilisation a I'alcool fait référence a la diminution des effets apres son
administration répétée a la méme dose, ou a la nécessité d’augmenter la dose afin d’obtenir

I’effet recherché (Nestler et al., 2009).

La dépendance a l'alcool est un état adaptatif qui se développe en réponse a une
administration répétée d’alcool, et qui en cas d’arrét brusque de la consommation rompt
I’équilibre homéostatique et engendre I'apparition de symptdmes de sevrage (Nestler et al.,

2009; Rolland, 2016).

L’addiction a l'alcool se caractérise quant a elle, par une consommation compulsive et
incontrolable d’alcool, en dépit des conséquences négatives que celle-ci engendre et résulte
d’une dérégulation du processus de renforcement positif croissant sous-tendu par le circuit
cérébral de la récompense. La dépendance, la tolérance, et les autres conséquences dérivées
d’une consommation a long-terme de drogue peuvent étre concourantes au développement
de I'addiction mais ne sont pas étiologiquement reliées : les symptébmes de sevrage ne sont
pas nécessaires ou suffisants au développement des comportements addictifs (Nestler et al.,

2009; Rolland, 2016).

Le diagnostic de « trouble de l'usage d’alcool » (TUAL) englobe a la fois les dimensions de
tolérance, de dépendance physique et psychologique et de perte de controle qui définissent
une addiction a I'alcool. Cette appellation désigne ainsi |’utilisation anormale/pathologique de
I'alcool (Rolland, 2014, 2016). L'appellation de « troubles liés a I'usage d’alcool » fait quant a

elle plutot référence aux troubles induits par 'alcool, c’est-a-dire aux conséquences de sa

consommation (Rolland, 2016). Par exemple, le syndrome de Wernicke-Korsakoff est un

trouble lié a l'usage d’alcool, mais ne fait pas référence a un trouble de I'usage d’alcool (TUAL).
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2. Principaux effets neuropharmacologiques de I’alcool

a. En consommation aigué

L'alcool, a la différence des autres drogues, interagit avec un grand nombre de cibles
distinctes dans I'organisme (avec plus ou moins d’affinité). De par ses propriétés liposolubles,
il désorganise de maniére non spécifique les membranes plasmatiques, pénetre a l'intérieur
des cellules et méme de leur noyau ou il modifie I'expression génique. Il interagit aussi
directement avec certains canaux ioniques et récepteurs membranaires localisés a la surface
des cellules. Parmi toutes ces cibles, c’est pour les récepteurs GABAergiques de type A
(GABA,) et glutamatergiques NMDA que I'alcool présente le plus d’affinité (G. F. Koob &

Volkow, 2016; Nestler et al., 2009). Les effets initiaux de I'alcool résultent de :

la facilitation de la neurotransmission inhibitrice par les récepteurs GABAa
(responsables des effets anxiolytiques, sédatifs et de paralysie respiratoire en cas
d’overdose) ;

- et de la diminution de la neurotransmission excitatrice par blocage des récepteurs

NMDA ; contribuant aux effets psychotomimétiques et amnésiants).
A plus forte dose, I'alcool entraine également :
- une diminution de la fonction neuronale globale en bloquant les canaux calciques
(Ca?*) de type L,

- et lastimulation des récepteurs sérotoninergiques de type 3 (5-HT3) contribuant aux

effets euphorisants, nausées et vomissements.

b. En consommation chronique

L’ingestion chronique d’alcool entraine la mise en place progressive de mécanismes
compensatoires visant a réadapter le fonctionnement cérébral en présence d’alcool (G. F.
Koob & Volkow, 2016; Nestler et al., 2009). L’activation excessive et chronique des récepteurs
GABAA est compensée par une régulation a la baisse du nombre de récepteurs fonctionnels
(désensibilisation voire disparition). A I'inverse, le blocage chronique des récepteurs NMDA et
canaux Ca%*-type L est compensé par une régulation a la hausse du nombre de récepteurs et

canaux fonctionnels (augmentation de leur expression).
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c. Lors d’un sevrage alcoolique

Lorsque I'équilibre homéostatique compensatoire est rompu par I'arrét brutal de la
consommation, il en résulte une hyperactivité glutamatergique et une hypoactivité
GABAergique (G. F. Koob & Volkow, 2016; Nestler et al., 2009). Cet état d’hyperexcitation
cérébrale est a I'origine de pertes neuronales (neurones soumis a des influx calciques excessifs
et toxiques) et de symptomes de sevrages : hypertension artérielle, tachycardie, tachypnée,
hyperthermie, transpiration, tremblements, convulsions ou crises épileptiques, hallucinations
auditives, visuelles et tactiles avec désorientations temporelles, paranocia et délire de
persécution contribuant a I'état d’agitation. Un syndrome de sevrage alcoolique non pris en
charge peut évoluer jusqu’a une forme sévere appelée délirium tremens. Cet état, pouvant
durer entre 5 jours et 2 semaines, est caractérisé par une confusion extréme (perte des
notions de lieu, temps et identité), des hallucinations constantes et effrayantes

(psychotiques), des idées délirantes (persécution, mysticisme, mégalomanie) et de la fievre.

Avant la mise en place de traitements adaptés, le taux de mortalité associé au délirium
tremens était de 35%, mais il est aujourd’hui descendu a 5%. De maniére générale, de
nombreux traitements ont démontré leur efficacité dans 'accompagnement et le maintien a
court terme de I'abstinence. Mais a long terme, 80% des patients rechutent et il n’existe a ce
jour pas de traitement véritablement efficace (du moins pour tous les patients) contre la
dimension « addictive » des TUALs, dont les principaux mécanismes connus a ce jour sont

décrits ci-apres.

[I- Circuits neuronaux des effets récompensants et renforcants de |’alcool

1. Description du circuit cérébral de la récompense

a. Voie dopaminergique mésocorticolimbique

Les substrats neuronaux sous-tendant la perception de la récompense et le
phénomeéne de renforcement positif sont faits d’'un ensemble de structures interconnectées
du cerveau antérieur appelé circuit cérébral de la récompense ou systéme du plaisir (S.
Cooper et al., 2017; lkemoto, 2010; G. F. Koob, 1992). Celles-ci incluent de nombreuses
structures dont les « principales » sont : le noyau accumbens, I'amygdale, I'hippocampe,

I’hypothalamus, le septum et le cortex préfrontal. Ces structures recoivent une riche
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innervation dopaminergique en provenance de l'aire tegmentale ventrale (ATV) du
mésencéphale que I'on appelle alors voie dopaminergique mésocorticolimbique. Au niveau
anatomique, la voie dopaminergique mésocorticolimbique passe par ce que I'on appelle le

faisceau télencéphalique médian (FTM ou MFB pour « medial forebrain bundle »).

Le circuit cérébral de la récompense a normalement pour fonction de consolider les
comportements nécessaires a la survie et a la reproduction : il sous-tend le plaisir et les
comportements associés aux renforcements naturels tels que la nourriture, I’eau ou le sexe.
Mais les drogues d’abus sont aussi capables d’activer artificiellement ce circuit de maniére a
augmenter soit la libération de dopamine (DA), soit les effets de la DA dans le NAc ou les
structures associées, soit a produire des effets similaires a ceux de la DA (Nestler et al., 2009;

Pierce & Kumaresan, 2006).

b. Principales voies glutamatergiques et GABAergiques

L'arrivée d'un signal annongant une récompense, aprés traitement sensoriel par le
cortex, modifie |'activité des neurones dopaminergiques de I’ATV. Ceux-ci liberent de la DA
dans le noyau accumbens, le cortex préfrontal, 'amygdale et le septum. La libération de DA
dans le noyau accumbens (NAc) sous-tend les effets plaisants de la récompense et les
processus motivationnels associés a la consommation de cette récompense. Le cortex
préfrontal (CPF) est impliqué dans la focalisation de I'attention et la prise de décision, et
renvoie des projections glutamatergiques en direction de I'ATV (G. F. Koob, 1992). L’amygdale
et le septum contribuent a I’évaluation du caractére récompensant ou non des stimuli neutres
associés a la récompense, et I'amygdale permet aussi I'établissement et I'apprentissage
d’associations entre le caractére plaisant ou non d’une expérience et les stimuli neutres
présents lors de cette expérience. L’hippocampe (HPC) intervient également dans la
mémorisation du contexte spatio-temporel associé a I’expérience plaisante. Il envoie avec le
CPF et 'amygdale des projections glutamatergiques vers le NAc (qui recoit aussi de la part de
I'amygdale des afférences GABAergiques). Selon les différent signaux recus, le NAc envoie
ensuite des informations vers le tronc cérébral et les voies motrices pour enclencher ou non
une action dirigée vers la récompense. Le NAc envoie également en retour des projections
GABAergiques (avec dynorphine et substance P) vers I’ATV, formant ainsi une boucle de
rétrocontrole directe ATV-NAc-ATV. Toutes ces cibles sont interconnectées et I'amygdale,
I’'HPC et le NAc innervent I'hypothalamus (par des voies respectivement : glutamatergique,

glutamatergique et GABAergique). L’hypothalamus est important pour la coordination entre
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I'intérét pour la récompense et les besoins physiologiques pour I'organisme. Il envoit en retour

des projections peptidergiques vers le NAc.

2. Anatomie de I'aire tegmentale ventrale : ATV

c. Cytoarchitecture de I'ATV

L’aire tegmentale ventrale (ATV) est une structure cérébrale profonde a localisation
médioventrale appartenant au mésencéphale, limitée latéralement par la substance noire
compacte, dorsalement par les noyaux rouges et ventralement par le noyau

interpédonculaire.

C'est une structure hétérogéne composée elle-méme de différents noyaux ( ) et de
différents de types de neurones aux propriétés électrophysiologiques différentes. Plusieurs
sous-divisions de I’ATV (jusqu’a 8) ont été proposées (lkemoto, 2007; Phillipson, 1979) avec :
les noyaux parabrachial pigmenté (PBP), paranigral (PN), parainterfasiculaire (PIF)
interfasiculaire (IF), linéaire rostral (RLi) et linéaire caudal (CLi), I'aire rétroflexus

parafasciculaire (PFR) et le RMTg ou queue de I'ATV (VTT ou tVTA).

L’ATV contient trois types neuronaux : les plus abondants sont les neurones dopaminergiques
représentant 60 a 65% de la population neuronale totale, suivis des neurones GABAergiques
qui représentent 30 a 35% des neurones totaux (de projection ou interneurones locaux), et
un petit nombre de neurones glutamatergiques représentant approximativement 2% a 3% du
total (Carr & Sesack, 2000; Morales & Margolis, 2017a; Swanson, 1982). Des neurones mixtes
co-libérant DA et glutamate, DA et GABA ou glutamate et GABA ont également été identifiés
(Morales & Margolis, 2017a; Ungless & Grace, 2012; Yamaguchi et al., 2011). Ce fait souligne
I'importance de [lidentification précise des neurones enregistrés lors d’études

électrophysiologiques.

Tous ces neurones sont entremélés mais pas répartis de maniere homogéne dans cette aire.
Les parties caudale et ventrale de I’ATV contiennent le plus grand pourcentage de neurones
dopaminergiques comme illustré en (Margolis et al., 2006; Zhao-Shea et al., 2011b).
Les neurones GABA de I’ATV ont une topographie rostro-caudale (Olson & Nestler, 2007). Et
les neurones glutamatergiques sont localisés au niveau des parties rostrale et médiale de I'ATV
et leur nombre décroit dans les portions caudale et latérale (Yamaguchietal., 2011). Enterme

de sous-divisions, les noyaux PN et surtout PBP sont les plus riches en neurones
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dopaminergiques (Nair-Roberts et al., 2008), alors que le PFR et le RMTg en présentent une
faible densité (lkemoto, 2007). La partie latérale du PBP et surtout le noyau PN sont les plus
riches en neurones GABAergiques (Olson & Nestler, 2007), tandis que I’'expression des
neurones glutamatergiques est d’avantage concentrée dans les noyaux médians IF et RLi

(Morales & Margolis, 2017a).
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Figure 2 : Anatomie de I’ATV. (A) Représentation schématique des 7 sous-noyaux de I'ATV en vue
sagittale gauche. Figure extraite de (Holly & Miczek, 2016). (B) Diagrammes représentant les sous-
noyaux de I'ATV présents au niveau rostral (Bregma -5,0 a -5,4 mm), médian (Bregma -5,4 a -5,8 mm)
et caudal (Bregma -5,8 a -6,2 mm) de I’ATV, sur des planches anatomiques de sections coronales de
cerveau de rat. Figure extraite de (Ciccarelli et al., 2012). Abréviations: CLi, noyau linéaire caudal ; IF, noyau

interfasiculaire ; PFR, aire rétroflexus parafasciculaire ; PBP, aire parabrachiale pigmentée; PIF, noyau

parainterfasiculaire ; PN, noyau paranigral ; RLi, noyau linéaire rostral ; VTT, queue de I’ATV.
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Figure 3: Répartition, taille et densité des neurones dopaminergiques dans I’ATV antérieure,
postérieure et de sa queue. (a—c) Tranches représentatives du mésencéphale montrant les neurones
dopaminergiques (en rouge) dans I’ATV antérieure (aVTA), postérieure (pVTA) ou la queue (tVTA). (a)
Entre -2.91 et -3.28 mm du bregma, la aVTA est définie comme la région dorsale au noyau mammillaire
médian et médiale a la substance noire pars compacta (SNC). Elle contient deux sous-régions : I'aire
tegmentale ventrale rostrale (VTAR) et le noyau parabrachial pigmenté (PBP). La aVTA n’inclut pas les
noyaux interfasciculaire (IF) et linéaire rostral (RLi). (b) Entre -3.28 et -3.80 mm du bregma, la pVTA est
définie comme la région dorsale au noyau interpédonculaire (IPR), médiale a la SNC et ventrale au
noyau rouge (RMC et/ou scp). Elle contient trois sous-régions : le PBP, I'aire tegmentale ventrale
caudale (VTAC) et le noyau paranigral (PN). La pVTA n’inclut pas les noyaux IF et RLi et/ou le noyau
linéaire caudal (CLi). (c) Entre -3.80 et -4.04 mm du bregma, la tVTA est définie comme I'étendue la
plus caudale de I’'ATV. La tVTA a une faible densité de neurones dopaminergiques et une densité élevée
de neurones GABAergiques. (d) Taille du soma des neurones dopaminergiques dans I'aVTA (barre
blanche), la pVTA (barre noire) et la tVTA (barre grise). (e) Densité des neurones dopaminergiques dans
la aVTA, la pVTA et la tVTA. 2508-2864 neurones dopaminergiques ont été mesurés par souris.
**p<0.01, ***p<0.001 par a la aVTA. #p<0.001 par a I'aVTA et a la pVTA. Figure extraite de (Zhao-Shea
et al., 2011b). Abréviations: aVTA, ATV antérieure; CLi, noyau linéaire caudal; fr, fasciculus retroflexus; IPR,
noyau interpédonculaire ; ml, lemnisque médian; PBP, noyau parabrachial pigmenté; pVTA, ATV postérieure; RLi,

noyau linéaire rostra ; SNC, substance noire compacta; tVTA, queue de I’ATV; VTAC, ; VTAR,
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Figure 4: Afférences et efférences de I’ATV. Ces schémas résument les principales connexions
synaptiques de ATV ayant été détectées anatomiquement (par microscopie électronique) ou
fonctionnellement (par optogénétique et électrophysiologie ex vivo). En (a) et (b) sont représentées
les afférences respectives sur les neurones dopaminergiques et GABAergiques de 'ATV ; et en (c), (d)
et (e) sont représentées les efférences respectives des neurones GABAergiques, glutamatergiques et
dopaminergiques. Figure issue de la revue de (Morales & Margolis, 2017b). Abréviations: BNST, noyau lit
de la strie terminale; DRN, noyau raphé dorsal ; LDTg, noyau tegmental latéro-dorsal; LHb, habénula latérale;

LHT, hypothalamus latéral; mPFC, cortex préfrontal médian; MSNs, neurones spiniferes de taille moyenne; nAcc,

noyau accumbens; PAG, substance grise périaqueducale; PPTg, noyau tegmental pédonculopontin; PV,

parvalbumine; RMTg, noyau tegmental rostromédian; VP, pallidum ventral; VTA, aire tegmentale ventrale.
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d. Afférences de I'ATV

Comme schématisé dans la , ATV recgoit des projections en provenance de
diverses régions cérébrales, incluant des projections glutamatergiques du CPF, mais aussi
glutamatergiques, cholinergiques et GABAergiques en provenance de noyaux tegmental
pédonculopontin (PPTg) et tegmental latéro-dorsal (LDTg; Dautan et al.,, 2016; Geisler &
Zahm, 2005; Oakman et al., 1995; Sesack & Grace, 2010). Les autres régions projetant sur
ATV sont notamment le NAc, 'amygdale, le pallidum ventral, le colliculus supérieur,
I’hypothalamus latéral et aussi I’habénula latérale (LH) capable de moduler la libération de DA

mésolimbique par I’ATV (Herkenham & Nauta, 1979; Matsumoto & Hikosaka, 2007).

e. Efférences de I'ATV

Les neurones de I’ATV projettent sur le striatum ventro-médian incluant le « core » et
le « shell » du NAc, le CPF, 'HPC, le cortex entorhinal et les aires septales latérales (Beier et
al., 2015). Des études utilisant des marqueurs rétrogrades ont démontré que des groupes
distincts de neurones originaires de I’ATV projettent sur des régions spécifiques du cerveau
antérieur (Margolis et al., 2006; Morales & Margolis, 2017a). Les projections sur le NAc
contiennent 65-85 % de neurones dopaminergiques, tandis que seulement 30-40 % des
projections sur le CPF sont dopaminergiques (Fallon et al., 1984; Swanson, 1982; Yetnikoff et

al., 2014) ; les neurones restants sont GABAergiques (Carr & Sesack, 2000).

3. Role des neurones dopaminergiques de I'ATV en conditions normales et

pathologiques

a. Le controle des comportements motivés

Le rbéle majeur des neurones dopaminergiques de I'ATV est de développer la
motivation et d’engendrer des comportements adaptés en fonction de I'état physiologique
de l'individu face aux changements de I'environnement (Bromberg-Martin et al., 2010). Les
comportements motivés vers un stimulus impliquent |'estimation de la composante affective
de ce stimulus (plaisir ou déplaisir provoqué par sa « consommation »); et de la « valeur
incitatrice » associée a ce stimulus, c’est-a-dire le niveau d’effort a fournir pour consommer

ce plaisir ou éviter ce déplaisir.

Les neurones dopaminergiques ont au moins deux modes de fréquence de décharge : tonique

et phasique. L’activation tonique consiste en une fréquence de décharge réguliere (<10 Hz)
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en lI'absence de stimulus qui maintient un niveau basal (faible) du neurotransmetteur
extracellulaire (la DA(Schultz, 2010; Schultz et al., 1997). L’activation phasique entraine une
augmentation de la fréquence de décharge (15-200 Hz) des neurones dopaminergiques qui
aboutit a une augmentation significative des taux extracellulaires de DA (Phillips et al., 2003)
et une disponibilité post-phasique prolongée de la DA dans le NAc (Lohani et al., 2018). Une
augmentation de la fréquence de décharge tonique entraine également une augmentation de
la libération de DA dans les structures cibles comme le NAc, mais dans une moindre mesure

qu’une fréquence de décharge phasique (Floresco et al., 2003).

Les changements entre ces différents modes de libération de DA coderaient non seulement la
valence de la motivation mais aussi son intensité (Salamone et al., 2015, 2016; Salamone &
Correa, 2012). La présentation de stimuli récompensants entraine une libération phasique de
DA par 60 a 80% des neurones dopaminergiques de I’ATV (Berridge, 2012; Schultz, 2010). Tsai
et coll.,, 2009 ont notamment démontré par une approche optogénétique que I'excitation
phasique des neurones dopaminergiques de I’ATV chez I’animal éveillé était suffisante pour
entrainer, méme en I'absence de récompense, un comportement conditionné de préférence
de place (Tsai et al., 2009). D’autres études ont montré que [I'activité dopaminergique
prédictive reflete la magnitude attendue, produisant ainsi un signal proportionnel a la valeur

espérée de la récompense (Tobler et al., 2005).

De nombreuses études ont montré qu’au-dela des stimuli plaisants, les stimuli aversifs
peuvent aussi changer I'activité des neurones dopaminergiques. Une expérience stressante
ou aversive peut causer l'activation phasique, tonique ou linhibition de neurones
dopaminergiques et donc des changements du taux de DA libérée dans les régions de
projections (Barik et al., 2013; Brischoux et al., 2009; Chaudhury et al., 2013; Lammel et al.,
2012; Valentiet al., 2012). Les neurones GABAergiques du RMTg (ou queue de I’ATV) semblent
notamment moduler I'activité des neurones dopaminergiques de I’ATV en réponse a des
stimuli aversifs (Jhou et al., 2009). Une étude plus récente a également démontré que les
terminaisons dopaminergiques dans la portion ventrommeédiane (vm) de la coquille du NAc
sont excités par des stimuli aversifs (de Jong et al., 2019). Cette signalisation dopaminergique
liée a I'aversion dans le « shell » du NAcvm est médiée par des entrées glutamatergiques dans

I’ATV en provenance de I’hypothalamus latéral (de Jong et al., 2019).

Pendant un conditionnement, les synapses entre les neurones dopaminergiques et leurs cibles

sont renforcées (décharges phasiques) puis normalisées lorsque le comportement est
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conditionné (décharges toniques) ; indiquant que la plasticité des neurones dopaminergiques
sous-tend au moins partiellement cette forme d’apprentissage et que l'activité phasique

contribue au conditionnement (Stuber et al., 2008, 2012).

b. La signalisation de I’erreur de prédiction de la récompense

La libération de DA par les neurones de I'ATV sous-tend également I'erreur de
prédiction de récompense (EPR), lorsque qu'un indice contextuel (neutre) qui a été apparié
de maniere répétée a la prise de récompense n'est plus suivi par la délivrance de celle-ci
(Schultz, 2016). En effet, apres I'apprentissage d’une association entre un stimulus neutre et
une récompense, les neurones dopaminergiques de I'ATV présentent une augmentation
d’activité lors de la présence seule du stimulus neutre et lors de I'obtention inattendue de la
récompense, mais ils ne réagissent pas lorsque la récompense prédite avec certitude est
recue, et présentent méme une baisse de leur activité lorsqu’une récompense prédite est
omise (Bayer & Glimcher, 2005; Schultz, 2016). Le signal d’erreur de prédiction est
proportionnel a la quantité de récompense recue (Fiorillo et al., 2003), et est également
sensible aux aspects temporels de la réception, puisqu’une récompense retardée engendre
une baisse d’activité au moment attendu, suivie d’'une augmentation d’activité lorsqu’elle est
finalement délivrée (Hollerman & Schultz, 1998). Les neurones dopaminergiques sont
également sensibles a la probabilité d’obtention de la récompense, ce qui leur permet
d’encoder une erreur de prédiction fine : leur activité augmente linéairement avec la
probabilité au moment du stimulus prédictif, et est inversement proportionnelle a cette
probabilité au moment de la réception de la récompense (Fiorillo et al., 2003). Ce mécanisme
d’EPR est interprété comme I'implémentation d’'un mécanisme d’apprentissage par
renforcement au sein des neurones dopaminergiques. La DA est donc impliquée dans
I'apprentissage et la sélection de I'action apportant une récompense optimale. D’aprés une
étude récente, le codage de I'EPR serait sous-tendu par les neurones dopaminergiques

localisés dans la partie médiane de I’ATV (Cai et al., 2020).

c. Les effets de I'alcool

La consommation d’alcool augmente la fréquence de décharge des neurones
dopaminergiques de I’ATV (activité tonique -> phasique), ce qui a pour conséquence
d’augmenter la libération de DA dans le NAc et la transmission d’un signal récompensant/de

plaisir. Cette libération de DA a été démontré chez I’'humain (Boileau et al., 2003) comme chez
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le rongeur (Melendez et al., 2002). Lors d’enregistrements électrophysiologiques sur tranches
de cerveau, les neurones de I'ATV sont spontanément actifs. L’application aigue de
concentrations d’alcool comprises entre 20 et 200 mM sur ces tranches augmente la
fréquence de décharge des neurones dopaminergiques de I’ATV (Didone et al., 2014; Juarez
et al., 2017; Mrejeru et al., 2015), et la libération de DA dans le NAc (Yorgason et al., 2014).
Les neurones dopaminergiques présentant la plus forte réponse a I'alcool semblent
majoritairement localisés dans la partie médiane de I’ATV, comme illustré sur la

L’élévation de la fréquence de décharge des neurones dopaminergiques induite par I'alcool
s’explique par différents mécanismes, dont la diminution du tonus inhibiteur qu'exercent les
neurones GABAergiques sur les neurones dopaminergiques de I'ATV, la libération d'opioides
endogenes ou encore une action directe mais encore non identifiée sur les neurones

dopaminergiques (Nestler et al., 2009).

L'injection d’agonistes dopaminergiques, le blocage pharmacologique des récepteurs
dopaminergiques, la destruction des neurones dopaminergiques ou une lésion du NAc réduit
I"auto-administration d’alcool chez le rongeur (Dyr et al., 1993; Ng & George, 1994; Silvestre
et al., 1996). Le rat s’auto-administre de I’alcool directement dans I’ATV (lkemoto, 2006), et
de maniére plus robuste dans la partie postérieure de ’ATV comme illustré sur la
(Rodd, 2004; Rodd-Henricks et al., 2000). Les neurones dopaminergiques de I’ATV jouent donc
un role crucial dans les effets récompensants et renforcants de I'alcool. Les neurones
dopaminergiques de la portion latérale de I’ATV, mais pas médiane, semble également jouer
un réle fondamental dans la rechute de la consommation d’alcool induite par un contexte

associé a l'alcool (Y. Liu et al., 2020).
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Figure 5. Hétérogénéité médio-latérale et antéro-postérieure de la réponse a I’alcool dans 'ATV. Les
cellules dopaminergiques médianes et latérales de I'ATV, enregistrées sur des tranches de cerveaux de
souris, different de par leur réponse a I'alcool. (A) Dans I’ATV médiane, I'augmentation moyenne de la
fréquence de décharge (FF pour « firing frequency ») avec alcool (barres noires) est de 34+13 % a 20
mM, de 73+22 % a 50 mM et de 78+22 % a 100 mM (n=19). Ces changements étaient significatifs
(p<0,05 a 20 et 100 mM, p<0,01 a 50 mM EtOH) par rapport aux neurones contréles de I’ATV médiane
sans alcool (barres grises). (B) Dans I’ATV latérale, 'augmentation moyenne de la FF avec alcool est de
4+4 % a 20 mM, de 8+6 % a 50 mM et de 2327 % a 100 mM (n=11). Ces changements ne sont pas
significatifs par rapport aux neurones contréles sans alcool (barres grises). (C) Localisation des cellules
DA enregistrées dans I'ATV et la SN. En haut : Une tranche caudale (bregma -3,5 mm). En bas : Une
tranche plus rostrale (bregma -3,4 mm). L’échelle de couleurs représente le pourcentage de variation
de la FF avec I'alcool a 50 mM. Figure 5A-C extraite de (Mrejeru et al., 2015) (D) Histogrammes dose-
réponse représentant le nombre moyen d’infusions d’alcool auto-administrées par des rats males, en
fonction de la concentration en alcool (exprimée en mg%) et du site d’infusion (hors de I’ATV, dans la
partie postérieure de I’ATV ou dans la partie antérieure de I’ATV). Les astérisques indiquent que le
nombre d’infusions d’alcool auto-administrées est significativement supérieur (p<0.05) au nombre
d’infusions de la solution contrdle (aCSF). Les rats s’auto-administrent de I'alcool préférentiellement
dans la partie postérieure de I’ATV. Figure 5D extraite de (Rodd, 2004). Abréviations: FF, fréquence de

décharge; VTA, aire tegmentale ventrale.
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L’ATV riche en neurones dopaminergiques est donc non seulement impliquée dans les
propriétés addictives de I'alcool, mais elle est également nécessaire a I'expression de ses
effets récompensants et renforcants. D’autres effets de I'alcool, de type aversifs et négatifs
associés a son sevrage, sont associés a 'activité d’autres structures incluant la voie habénulo-
interpédonculaire reliant I’habénula médiane (MHb) au noyau interpédonculaire (IPN). Cette
voie de signalisation majeure, décrite ci-aprées, transmet des signaux de la partie limbique
antérieure aux parties mésencéphalique et postérieure du cerveau (Bianco & Wilson, 2009;

Fakhoury, 2018).

[1l- Implication de la voie habénulo-interpédonculaire

1. Anatomie de I’habénula « oubliée » : partie médiane (MHb)

a. Cytoarchitecture de la MHb

L’habénula est une région appartenant a I'épithalamus et est divisée en deux sous-
régions latérale et médiane ( ). Au cours de ces dernieres années, la partie latérale de
I’habénula (LHb) a été considérablement étudiée pour son role dans la régulation des états
affectifs, et potentiellement dans la pathogénese de troubles psychiatriques comme la
dépression (Y. Yang et al., 2018). A l'inverse, sa partie médiane (MHb), anatomiquement et
histologiquement distincte, demeure trés peu connue. La MHb est elle-méme sous-divisée en
une région dorsale contenant des neurones excitateurs exprimant la substance P (MHbD) et
en une région ventrale dense en neurones cholinergiques libérant acétylcholine (ACh) et
glutamate (MHbV ; (Aizawa et al., 2012; Ren et al., 2011). Il est connu que la MHbD recoit des
afférences provenant du noyau lit de la commissure antérieure et innerve la portion externe
du noyau interpédonculaire (IPN). La MHbV recoit des afférences du septum triangulaire et
projette sur la portion centrale de I'IPN (Herkenham & Nauta, 1977). La MHb peut étre
subdivisée en d’avantage de sous-noyaux ( ), jusqu’a 5 sur la base de I'expression en
neurotransmetteurs et autres marqueurs comme la mélatonine et l'interleukine-18 (Aizawa
et al., 2012; Wagner et al., 2014), avec : le dorsal (MHbD), le supérieur (MHbS), le ventro-
central (MHbVc), le ventro-médian (MHbVm) et le ventro-latéral (MHbVI). Néanmoins, leur
identification étant relativement récente, les fonctions et connections respectives de chacun

de ces sous-noyaux demeurent a ce jour mal connues.
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Figure 6. Localisation de I’habénula et anatomie de I'habénula médiane (MHb). (A) Vue sagittale d’un
cerveau humain indiquant I'emplacement de I’habenula. (B) Vue coronale d’un cerveau de macaque
rhésus : les sections colorées par Nissl montrent la division entre I’'habénula latérale (LHb) et I’'habénula
médiale (MHb) sous le corps calleux (cc) et a c6té du thalamus médio-dorsal (MD). V3, troisieme
ventricule. (C) Vue coronale d’un cerveau de souris C57BL6/J: section montrant la division entre la LHb
et la MHb. (D) Vue coronale d’un cerveau de poisson zébre : section montrant 'Hb en rouge. Figure
5A-D extraite de (Namboodiri et al., 2016). (E) Représentation schématique des 5 sous-noyaux de la
MHb et des marqueurs exprimés. Figure extraite de (Antolin-Fontes et al., 2015). Abréviations: cc, corps
calleux; ChAT, choline acétyltransférase; IL-18, interleukine 18; LHb, habénula latérale; MD, thalamus médio-
dorsal; MHb, habénula médiane; nAChR, récepteur cholinergique nicotinique; Oprm, récepteur opioidergique L;
p, glande pinéale; pp, glande parapinéale; MHbD, noyau dorsal de la MHb; MHbS, noyau supérieur de la MHb;
MHbVc, noyau ventro-central de la MHb; MHbVI, noyau ventro-latéral de la MHb; MHbVm, noyau ventro-médian

de la MHb; SP, susbtance P; V3, 3¢™ ventricule; VGlut1/2, transporteurs vésiculaires du glutamate 1/2.

b. Afférences de la MHb

Comme schématisé en , la MHb recoit des afférences de nombreuses autres
structures telles que le noyau raphé médian (Conrad et al., 1974; Lecourtier & Kelly, 2007;
Sutherland, 1982), le noyau septofimbral, 'aire préoptique, le noyau basal de Meynert

(Groenewegen et al., 1986; Herkenham & Nauta, 1977), le noyau de la bandelette diagonale,
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le noyau septal médian (Qin & Luo, 2009), le locus coeruleus et le ganglion cervical supérieur
(Gottesfeld, 1983). De maniere intéressante, la MHb recoit également des afférences du NAc

(Sutherland, 1982) et de I’'ATV (Herkenham & Nauta, 1977; Phillipson & Pycock, 1982).
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Figure 7. Connexions afférentes et efférentes de I’habénula. lllustration des connexions majeures de
la MHb (en vert) et de la LHb (en bleu), décrites chez les modeéles précliniques mammiféres par
(Fakhoury, 2018). Abréviations: 5-HT, sérotonine; Al, insula antérieure; Amy, amygdale; BNST, noyau lit de la
strie terminale; Cg, cortex cingulaire; Cpu, noyau caudé-putamen; DA, dopamine; DBB, Bande diagonale de Broca;
DM, noyau hypothalamique dorsomédian; EP, noyau entopédunculaire; FR, fasciculus retroflexus; Gpi, segment
interne du globus pallidus; IL, cortex infralimbique; IPN, noyau interpédonculaire; LC, locus cceruleus; LH,
hypothalamus latéral; LHb, habénula latérale; LPOA, aire préoptique latérale; LTDg, noyau tegmental latéro-
dorsal; MHb, habénula médiane; NAc, noyau accumbens; NI, noyau incertus; P, glande pinéale; PAG, substance
grise périaqueducale; Pn, formation réticulée pontique; PPTg, noyau tegmental pédonculopontin; PrL, cortex
prélimbique; PVN, noyau paraventriculaire; RMTg, noyau tegmental rostromédian; SC, colliculus supérieur; Sep,
septum; Sl, substance innominée de Reichert; SM, strie medullaire; SNc, substance noire pars compacta; SuM,

aire supramammillaire de I’hypothalamus; tVTA, queue de ’ATV. ATV, aire tegmentale ventrale ; ZI, zona incerta.

a. Efférences de la MHb

Certaines études suggerent que la MHb projette sur le corps pinéal (Guglielmotti &
Cristino, 2006; R@nnekleiv & M@ller, 1979), envoi des efférences éparses sur 'ATV (Claudio
Cuello et al., 1978) et des "boutons en passant" étendus sur la LHb (Kim & Chang, 2005).

Cependant, la MHb envoie ses projections les plus denses, cholinergiques et
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glutamatergiques, sur I'IlPN mésencéphalique via le fasiculus retroflexus (FR ; Herkenham &

Nauta, 1979).

2. Anatomie du noyau interpédonculaire : IPN

a. Cytoarchitecture de I'lIPN
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Figure 8. Anatomie de I'IPN. (A) Représentation schématique des 7 sous-noyaux de I'IPN et des
marqueurs exprimés, d’apres (Antolin-Fontes et al., 2015). (B-C) Sections coronales d’IPN de souris (de
haut en bas, situées a -3.4, -3.7, et -3.9 mm du bregma) montrant la localisation des neurones
GABAergiques (en vert) et des terminaisons cholinergiques (en rose, B) ou des terminaisons substance
P (en rose, C) de la MHb. Marquages obtenus par immunofluorescence chez des souris transgéniques
exprimant un marqueur de fluorescence dans les neurones GABAergiques. (D) Sections coronales
d’IPN de souris (de gauche a droite, situées a -3.3, -3.5, -3.7 et -3.9 mm du bregma) montrant
I’expression du GABA dans I'IPN (par hybridation in situ de GAD1). Figures 8B-D extraites de (Quina et
al., 2017). Abréviations: 5-HT, sérotonine; AChE, acetylcholineestérase; ChAT, choline acétyltransférase;
GAD/Gad, glutamate décarboxylase; Gal, galanine; IPA, noyau apical de I'lPN; IPC, noyau central de I’'IPN; IPDL,
noyau dorso-latéral de I'IPN; IPDM, noyau dorso-médian de I'IPN; IPIl, noyau intermédiaire de I'IPN; IPL, noyau

latéral de I'IPN; IPN, noyau interpédonculaire; IPR, noyau rostral de I'IPN; nAChR, récepteur cholinergique

nicotinique; parv, parvalbumine; SP, susbtance P; sst, somatostatine.

L'IPN, cible principale de la MHb, est également une structure complexe composée de
7 sous-noyaux schématisés en (Groenewegen et al., 1986; Hamill & Lenn, 1984; B. J.

Morley, 1986) avec : I'apical (IPA), le rostral (IPR), le central (IPC), I'intermédiaire (IPI), le
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latéral (IPL), le dorsolatéral (IPDL) et le dorsomédian (IPDM). L'IPN est majoritairement

composé de neurones GABAergiques (Hsu et al., 2013; Quina et al., 2017; Ren et al., 2011).

b. Afférences del'IPN

Comme schématisé en , I'IPN recoit des afférences en provenance du CPF
médian (Takagishi & Chiba, 1991), des noyaux du raphé (Conrad et al.,, 1974), du noyau
tegmental dorsal (DTg), du noyau incertus (Hamill & Jacobowitz, 1984), des noyaux
hypothalamiques et supramammillaire (R. A. Contestabile & Flumerfelt, 1981; Hamill &
Jacobowitz, 1984), du noyau préoptique (Shibata et al., 1986) et de la substance innominata
(Vertes & Fass, 1988). D’apres des études fonctionnelles plus récentes, la portion caudale de
I'IPN recevrait également des projections dopaminergiques en provenance de I’ATV (DeGroot

et al., 2020; Molas, Zhao-Shea, et al., 2017).

Mais la source majeure des innervations de I'IPN provient de la MHb (B. J. Morley, 1986).
Comme briévement mentionner précédemment, les projections de la MHb ciblent I'IPN selon

une organisation topographique représentée en ,avec:

- MHbD — glutamate / susbtance P = IPL et IPR (A. Contestabile et al., 1987; Lima et
al., 2017)

- MHbV — glutamate / ACh = IPC et IPI (A. Contestabile et al., 1987; Lima et al., 2017)

- MHbVm — glutamate / ACh - IPC, IPI (Shih et al., 2014)

- MHbVc — glutamate / ACh - IPR, IPC, IPI (Shih et al., 2014)

- MHbVI — glutamate = IPR, IPDM (Shih et al., 2014)

Outre I'organisation topographique, le circuit MHb-IPN est également caractérisé par le role
excitateur du GABA. Les neurones cholinergiques habénulaires sont riches en récepteurs
GABAa et GABAG. En raison de I'absence du transporteur KCC2 (K*/CI), les récepteurs GABAa
ont un role excitateur (Koppensteiner et al.,, 2017). Les récepteurs présynaptiques GABAg
dérivés de la MHbV sous-tendent également des effets excitateurs puisqu’ils favorisent la
libération de glutamate dans I'IPN en amplifiant 'entrée présynaptique de Ca?* via les canaux
Cav23, et ce sous l'activation du GABA libéré par les neurones GABAergiques de I'IPN (J. Zhang
et al., 2016). Il s’agit ainsi d’une activation rétrograde des récepteurs GABAg qui accentue la
libération de glutamate (Koppensteiner et al., 2017). Il est également connu que les neurones
de la MHb projetant sur I'IPN ont spontanément une activité pacemaker tonique sous le

controle des rythmes circadiens (Gorlich et al., 2013). La fréquence de décharge spontanée
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des neurones est plus élevée le jour que la nuit (probablement en raison de I'expression d’un

géne circadien ; Zhao H et Rusak B, 2005 ; Sakhi K et coll., 2014).

IPN

Figure 9. Organisation topographique du circuit MHb-IPN. Les faisceaux d’axones des neurones MHb
s’assemblent pour former le fr (fasiculus retroflexus) et terminent de maniéere ipsilatérale dans I'IPN.
Les efférences SP+ (substance P, en rouge) de la MHb dorsale (dmHb) innervent la partie la plus latérale
de I'IPN, tandis que les efférences ACh/Glu+ (cholinergiques/glutamatergiques, en bleu) de la MHb
ventrale (vmHb) innervent les régions centrales de I'IPN. Figure extraite de (Molas, DeGroot, et al.,
2017). Abréviations: ACh, acétylcholine; dmHb, habénula médiane dorsale; fr, fasciculus retroflexus; Glu,
glutamate; IPC, noyau interpédonculaire central; IPDL, noyau interpédonculaire dorsolatéral; IPDM, noyau

interpédonculaire dorsomédian; IPI, noyau interpédonculaire intermédiaire ; IPL, noyau interpédonculaire

latéral ; IPR, noyau interpédonculaire rostral; SP, substance P.

c. Efférences del'IPN

Comme illustré en , I'IPN envoie des efférences sur une trés large variété de
structures cérébrales appartenant notamment au circuit cérébral de la récompense, telles que
I’ATV (Hayakawa et al., 1981; B. J. Morley, 1986), I'HPC (Baisden, 1979; Sherafat et al., 2020;
Shibata & Suzuki, 1984; Wyss et al., 1979), le septum (Hayakawa et al., 1981; B. J. Morley,
1986) et I'hypothalamus latéral (Kemali & Guglielmotti, 1982; Massopust & Thompson, 1962;
B. J. Morley, 1986). Des données indiquent également I'existence de projections allant de I'IPN
aux noyaux du raphé dorsal et médian (Behzadi et al., 1990; Groenewegen et al., 1986), au

LDTg (Groenewegen et al., 1986; Hamill & Jacobowitz, 1984), a la LHb (Massopust &
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Thompson, 1962; B. J. Morley, 1986), a l'aire préoptique et au noyau de la bandelette
diagonale (Hayakawa et al., 1981; B. J. Morley, 1986).

Figure 10. Connexions afférentes et efférentes de la voie MHb-IPN. Représentation schématique
extraite de (McLaughlin et al., 2017) montrant la voie MHb-IPN qui relie le cerveau antérieur limbique
au mésencéphale et au cerveau postérieur. La MHb regoit des entrées afférentes d’une grande variété
de structures limbiques du cerveau antérieur, et I'IPN envoie des projections efférentes a une variété
de structures du mésencéphale et du cerveau postérieur impliquées dans la neurophysiologie sous-
jacente de différents troubles psychiatriques liés a I'addiction et a 'humeur. Les lignes rouges
indiquent les projections afférentes a la MHb ou a I'IPN, et les lignes vertes représentent leurs
efférences. Abréviations: BAC, noyau lit de la commissure antérieure; DR, noyau dorsal du raphé; DTg, noyau
tegmental dorsal; fr, fasiculus retroflexus; HA, noyaux hypothalamiques; Hipp, hippocampe; IL, cortex préfrontal
médian infralimbique; IPN, noyau interpédonculaire; LC, locus coeruleus; LHb, habénula latérale; MHb, habénula
médiane; MR, noyau médian du raphé; MS, septum médian; NAcc, noyau accumbens; NBM, noyau basal de
Meynert; NI, nucleus incertus; PA, aire préoptique; Pi, corps pinéal; SFi, noyau septo-fimbrial; S, substantia

innominata; TS, septum triangulaire; VTA, aire tegmentale ventrale.

3. Roles de la voie MHb-IPN

a. Le controle comportemental et les fonctions exécutives

Chez la souris, I'ablation génétique des neurones de la MHb induit un phénotype

impulsif, compulsif et également hyperactif durant le début de la phase nocturne, avec des
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déficits de la mémoire spatiale, une mauvaise adaptation aux environnements nouveaux,
une aversion a I'effort, et une légére augmentation du niveau d’anxiété (Kobayashi et al.,
2013). La voie MHb-IPN semble donc jouer un role crucial dans le contrdle inhibiteur et

certaines fonctions exécutives.

b. Motivation et état hédonique

Des études chez la souris indiquent que la voie MHbD-IPN pourrait également étre
impliquée dans la régulation de la motivation et de I'état hédonique (Hsu et al., 2014). Des
souris présentant des Iésions au niveau de la MHbD montrent de mauvaises performances
dans les comportements locomoteurs basés sur la motivation, tels que la course volontaire
sur roue et I'accélération sur Rotarod, mais ne présentent que des anomalies mineures de la
démarche et de I’équilibre, et aucun déficit locomoteur. Ces souris présentent également des
déficits de préférence pour le saccharose, mais aucun déficit dans le test de nage forcée, deux
mesures des phénotypes liés a la dépression chez les rongeurs. Aussi, |'activation
optogénétique de la MHbD soutient I'autostimulation intra craniale (montrant que I'activité
de la MHbD est intrinséquement renforcante), tandis que l'inhibition optogénétique des
sorties de la MHbD est aversive (Hsu et al., 2014). Ces résultats suggerent que la voie MHbD-

IPN fait partie d’un circuit intrinseque de renforcement.

c. L'anxiété et la dépression

Des études suggerent que la voie MHb-IPN joue un réle critique dans la régulation de
I'anxiété et de la mémoire aversive (Lee et al., 2019; Mathuru & Jesuthasan, 2013). Chez le
poisson zébre par exemple, la Iésion de la MHb augmente la réponse de peur conditionnée en
réponse a un choc électrique apparié avec une lumiere rouge (Agetsuma et al., 2010). Chez la
souris, |'ablation directe des neurones cholinergiques de la MHbV et I'inactivation génétique
des récepteurs GABAg présents sur les neurones cholinergiques (dont 'activation accentue la
libération de glutamate excitateur ; cf ll.2.b) augmente I'expression de la peur conditionnée
(J. Zhang et al., 2016). D’autres études ont confirmé que I'intensité du contrdle excitateur sur
I'IPN est inversement corrélée au comportement d’expression de peur (Soria-Gomez et al.,
2015; Yamaguchi et al., 2013). Koppensteiner et al., 2017 ont également constaté que le
conditionnement de peur supprime la potentialisation activité-dépendante des synapses

glutamatergiques de la MHb-IPN, tandis que |’extinction de peur restaure ce déficit de
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plasticité ; suggérant I'implication de la plasticité synaptique MHb-IPN dans la régulation des

comportements aversifs (Koppensteiner et al., 2017).

Dans les modeles animaux de dépression majeure, la MHb et I'IPN présentent une
augmentation de leur activité métabolique (Shumake et al., 2003). Chez des rats exposés a un
stress chronique modéré et imprévisible, la |ésion de la MHb corrige les comportements de
type anédoniques et réduit significativement I’'hyperactivité métabolique de I'IPN (Xu et al.,
2018). Yoo et al., 2021 ont récemment démontré que la régulation de la sécrétion des
neuropeptides de la voie MHb-IPN (notamment sous-tendue par CAPS2, activateur de
sécrétion calcium-dépendant) joue un role crucial dans le développement de comportements
dépressifs. L'étude post-mortem de cerveaux de patients atteints de dépression majeure et
de dépression bipolaire révele une réduction significative du volume de la MHb chez les

patients dépressifs, avec une réduction du nombre de neurones (Ranft et al., 2010).

d. ... et concernantl’alcool ?

La littérature suggere que l'activité du circuit MHb-IPN module le comportement de
consommation d’alcool, ses effets, ainsi que les symptomes liés a son sevrage. Le
neuropeptide Y a été identifié en 2002 comme régulateur de la prise d’alcool, avec des souris
knock-out (males et femelles) dépourvues du récepteur Y1 consommant significativement
plus d’alcool que leurs congéneres non mutées (Thiele et al., 2002). Deux ans plus tard, I'étude
de Hwang et coll., révele que les rats avec une forte préférence pour 'alcool présentent une
absence d’ARNm du neuropeptide Y dans la MHb, tandis que les rats « non préférants » ont

un signal ARNm pour le neuropeptide Y (Hwang et al., 2004).

Plus récemment, Perez et coll., ont démontré en 2015 que le blocage de récepteurs
cholinergiques nicotiniques dans le circuit MHb-IPN est suffisant pour précipiter le syndrome
de sevrage alcoolique. En effet, I'injection intrapéritonéale d’un antagoniste non spécifique
du récepteur cholinergique nicotinique, la mécamylamine, est capable de précipiter un
syndrome de sevrage chez des souris exposées de facon chronique a I'alcool. Or ces
symptémes de sevrage sont également présents lorsque la mécamylamine est injectée
directement dans la MHb ou dans I'IPN, mais pas dans I’ATV ou I’'HPC (Perez et al., 2015). De
plus, le sevrage alcoolique chez des souris présentant des criteres d’addiction entraine une
réorganisation particuliere de I'architecture fonctionnelle du cerveau, récemment modélisée

chez les males par Kimbourg et coll. (Kimbrough et al., 2020). Et d’aprés leurs résultats, I'IPN
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est une des régions centrales de ce réseau spécifiquement réorganisé par le sevrage chez les
sujets aux comportements addictifs ; ce qui soutient d’autant plus son implication dans les
comportements associés a la consommation d’alcool et a son sevrage (Kimbrough et al.,

2020).

V- Interaction entre ATV, MHb et IPN : la voie mésointerpédonculaire

1. Neuroanatomie du circuit ATV-MHb-IPN

L'ATV et la voie MHb-IPN sont ainsi toutes deux impliquées dans les propriétés
récompensantes et aversives de I'alcool, mais les possibles interactions entre ces structures
ont été peu étudiées. L'ATV recoit des afférences en provenance de la MHb (Claudio Cuello et
al.,, 1978) et de I'IPN (Hayakawa et al., 1981; B. J. Morley, 1986), et projette sur la MHb
(Herkenham & Nauta, 1977; Phillipson & Pycock, 1982). Néanmoins, le role de ces connexions
n‘a pas encore été caractérisé. Des études fonctionnelles récentes supportent en plus
I’existence d’une voie mésointerpédonculaire basée sur des projections dopaminergiques de
I’ATV innervant la partie caudale de I'IPN (DeGroot et al., 2020; Molas, Zhao-Shea, et al., 2017).
Ces études, présentées ci-apres, indiquent que le circuit MHb-IPN-ATV serait impliqué dans la
signalisation de la familiarité et de I'expression de la préférence pour la nouveauté, ainsi que

dans I'expression des comportements anxieux.

2. Signalisation de la nouveauté versus familiarité

Les travaux de Molas S et al. (2017) ont démontré, chez la souris, que l'activité des
neurones GABAergiques de ['IPN est contr6lée par les neurones cholinegiques-
glutamatergiques habénulaires et les neurones dopaminergiques de I'ATV, l'ensemble
formant un circuit de signalisation de la familiarité et de I'expression de la préférence pour
la nouveauté (Molas, Zhao-Shea, et al., 2017). Les résultats clefs de cette étude sont présentés

ci-apres en 4 points :

e |IPN et familiarité. La capacité de détecter et de réagir a la nouveauté, qui s'oppose a la
familiarité, implique la mémoire de reconnaissance et l'activation du systéme de la
récompense : les neurones dopaminergiques mésencéphaliques de I'ATV sont fortement
activés en présence de stimuli nouveaux et faiblement activés lorsque les stimuli
deviennent familiers (Bunzeck & Diizel, 2006; Gunaydin et al., 2014; Krebs et al., 2011).

Molas et coll. 2017 ont en plus démontré que l'activité neuronale globale de I'IPN
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augmente progressivement apres de multiples expositions a un méme stimulus, c'est-a-
dire a mesure que le stimulus devient familier, mais diminue lors d'interactions avec un
stimulus nouveau. Par des interventions optogénétiques, ils démontrent en plus que
I'activation des neurones GABAergiques de I'IPN inhibe I'exploration d'un stimulus
pourtant nouveau (mimant la familiarité), tandis que leur inhibition augmente
I’exploration des stimuli familiers sans affecter I'exploration d'un nouveau stimulus. Ainsi,
lorsqu'un choix est possible entre stimuli nouveaux ou familiers (que ce soit des
congéneres, des objets ou des contextes), I'IPN est activé en réponse au stimulus familier,
transmet un signal de familiarité et agit comme un frein nécessaire et suffisant pour
réduire son exploration et contréler la préférence pour la nouveauté. L'IPN contréle la
valence de la motivation envers la familiarité, ce qui est différent de la discrimination des
stimuli nouveaux versus familiers probablement médiée par les aires corticales et
hippocampiques (Ho et al., 2015; Okuyama et al., 2016).

Voie MHb/IPN et familiarité. Les auteurs démontrent en plus que la MHb agit en amont
de I'IPN pour sous-tendre les réponses basées sur la familiarité : la stimulation ou
I'inhibition dans I'IPN des terminaisons axonales excitatrices cholinergiques-
glutamatergiques de la MHb contréle bidirectionnellement la préférence pour la
nouveauté de fagon similaire a [l'activation ou linhibition directe des neurones
GABAergiques de I'IPN. Ainsi, le circuit MHb—>IPN pourrait contribuer au réseau
cholinergique impliqué dans I’évaluation des informations nouvelles versus familieres
(Bunzeck et al., 2014; Eckart et al., 2016; Ranganath & Rainer, 2003).

ATV-IPN et nouveauté. Pour aller plus loin, I’étude de Molas et coll., fournit une preuve
fonctionnelle que les neurones dopaminergiques de I'ATV, spécifiquement, innervent I'IPN
et modulent I'activité neuronale de I'IPN pour contréler les interactions nouvelles versus
familieres, et ce via I'activation des neurones de I'IPN exprimant les récepteurs D1. Alors
gue la familiarité augmente I'activité générale de I'IPN, une sous-population restreinte de
neurones de I'IPN dopaminoceptifs est activée par des stimuli nouveaux, et I'activation
sélective des entrées dopaminergiques ATV->IPN augmente spécifiquement I'exploration
d'un stimulus social familier (mimant la nouveauté). Cet effet est bloqué par I'infusion
intra-IPN d'un antagoniste du récepteur D1.

Circuit MHb-IPN-ATV et préférence pour la nouveauté. Ces données suggerent que I'lPN
contréle la préférence pour la nouveauté via deux entrées distinctes : (1) le signal de
familiarité provient de la MHb qui active les neurones GABAergiques de I'lPN pour réduire

la saillance motivationnelle une fois que les stimuli nouveaux deviennent familiers,
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réduisant ainsi leur exploration; (2) le signal de nouveauté provient des neurones
dopaminergiques de I'ATV qui activent une population de neurones dopaminoceptifs dans
I'IPN, pour réduire I'activité des neurones de I'IPN codant la familiarité, augmentant ainsi

la saillance et I'exploration envers les stimuli nouveaux.

3. Les comportements anxieux

A I'appui de I'existence de projections dopaminergiques ATV—=>IPN, DeGroot et coll.,
2020 démontrent I'existence d’une libération endogéne de DA dans I'IPN (DeGroot et al.,
2020). lls démontrent également que l'inhibition de cette libération intra-IPN de DA, via
I'inhibition optogénétique des entrées dopaminergiques ATV->IPN, réduit I'exploration des
bras ouverts dans le test du labyrinthe en croix surélevé (EPM pour « elevated plus maze ») et
I’exploration du centre dans le test de I'espace ouvert (OF pour « open-field»), ce qui est
indicateur d’'une augmentation du niveau d’anxiété. A l'inverse, I'activation de ces entrées
augmente le temps d’exploration des bras ouverts de 'EPM et celui du centre dans I'OF. Le
signal dopaminergique intra-IPN contribue donc potentiellement au contréle du niveau
d’anxiété via I'anxiolyse. Néanmoins, les tests de 'EPM et de I'OF sont basés sur deux
motivations opposées : I'évitement et la recherche de nouveauté. Les souris sont donc
amenées a la fois a explorer les bras ouverts de 'EPM ou du centre de I'OF, parce que ce sont
des zones nouvelles, mais aussi a éviter ces zones car elles sont élevées ou ouvertes et sans
protection contre la prédation. Or comme présenté dans le paragraphe précédent, I'IPN est
impliqué dans la signalisation de la familiarité, réduisant la motivation a explorer la
nouveauté. Et de facon intéressantes, des études ont également impliquées la voie MHb-IPN
dans des comportements d’évitement et d’aversion, notamment a la nicotine (Fowler &
Kenny, 2014; Wolfman et al.,, 2018). Donc le signal transmit par les projections
dopaminergiques ATV=>IPN peut soit réduire le comportement d’évitement permettant une
diminution de l'expression de comportements anxieux, soit augmenter la motivation a
explorer la nouveauté. Des études supplémentaires sont donc nécessaires afin d’évaluer
comment I'IPN intégre les signaux associés a I'anxiété et a la nouveauté pour contréler le
comportement exploratoire. D’apres leurs données anatomiques de tracage rétrograde,
DeGroot et coll., 2020 révelent plus spécifiquement qu’une sous-population de neurones
dopaminergiques du PN de I’ATV projette sur la portion caudale de I'IPN. Et I'activation des

entrées dopaminergiques de I'IPN caudal diminue les comportements anxieux en stimulant
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une sous-population de neurones dopaminoceptifs exprimant le récepteur D1 (d’apres des

expériences basées sur |'utilisation d’agonistes et d’antagonistes des récepteurs D1).

Alors que la voie ATV-NAc riche en neurones dopaminergiques sous-tend la motivation
accrue pour la nouveauté, les propriétés renforcantes et I'état affectif positif induit par
I'alcool, la voie MHb-IPN sous-tend plutét la réduction de motivation pour la familiarité, ainsi
que l'aversion a l'alcool et I'état affectif négatif induit par le sevrage alcoolique. Ces deux
circuits interagissent afin d’adapter le comportement en fonction de la situation. Néanmoins
tous les individus expérimentant les effets récompensants de l'alcool ne vont pas
systématiquement développer un TUAL ; d’apres les données épidémiologiques présentées
ci-haut, seule une portion des individus exposés a l'alcool, estimée a environ un
consommateur sur dix, développe un TUAL. Aussi, I'expérimentation d’'un syndrome de
sevrage n’explique pas l'initiation et le maintien de la consommation chronique d’alcool qui
en est a l'origine, ni la rechute alcoolique pouvant survenir aprés plusieurs années
d’abstinence. Les mécanismes sous-tendant I'émergence, le développement et le maintien

des TUALs restent encore mal compris et font I'objet de recherches extensives.

La partie Il de cette these fait état des théories actuellement proposées pour expliquer les
mécanismes neurobiologiques des TUALs, des outils/modeles déployés en vue de les étudier

et des outils/thérapies actuellement disponibles en vue de les soigner.
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Partie Il : Diagnostiquer, soigner et élaborer de nouveaux

traitements contre les TUALs

|- Les troubles de I'usage d’alcool : une pathologie complexe

1. Letrouble de I'usage d’alcool

a. De l'usage récréatif a I’addiction, les théories

Le trouble de 'usage d’alcool est une condition progressive, qui implique au moins 6
phases : l'initiation (usage expérimental), I'acquisition (usage récréatif), I'escalade (usage
abusif), la dépendance et I'addiction (maintien de I'usage abusif), le sevrage (abstinence), et
la rechute (rétablissement de I'usage abusif). La phase d’acquisition implique I'engagement
avec l'alcool, lorsque la personne ou I'animal éprouve les aspects récompensants associés a
son ingestion et a la stimulation de la voie mésocorticolimbique précédemment décrite.
Certaines personnes ne progressent jamais au-dela de ce point, en continuant de consommer
occasionnellement de I'alcool ou en cessant complétement d’en consommer. Concernant la
transition vers/entre les phases suivantes, il existe au moins 5 grandes théories établies a

partir de données cliniques et précliniques :

(1) La théorie du « renforcement positif-renforcement négatif » (G. F. Koob & Bloom, 1988)
propose que le maintien de la consommation est d’abord associé au plaisir procuré par |'alcool
(renforcement positif impliquant la voie ATV-NAc) ; avec une consommation chronique, ce
renforcement s’"émousse progressivement et la consommation est par la suite maintenue en
vue de soulager les effets désagréables ressentis lors du sevrage (renforcement négatif

impliqguant notamment la voie MHb-IPN).

(2) La théorie de la « sensibilisation motivationnelle » (Robinson & Berridge, 1993) propose
gue I'addiction n’est pas due a un effet récompensant croissant de I'alcool mais plutot a une
motivation croissante d’en consommer (notamment liée a la tolérance inverse ou
sensibilisation ; cf Partie |, .1.c). Cette théorie permet d’expliquer pourquoi la consommation

devient incontrolable et compulsive.

(3) La théorie des « processus opposants » (Solomon & Corbit, 1974) ou de « l'allostasie

hédonique » (G. Koob, 2001a, 2001b) explique que la stimulation chronique des neurones
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dopaminergiques de I’ATV associée a I'effet récompensant (mais aussi d’autres systemes de
neurotransmission) entraine des processus de neuro-adaptations qui viennent contrer cette
stimulation (Hirth et al., 2016). Ainsi, le systeme finit par étre régulé a la baisse jusqu'a
atteindre un nouvel état d'équilibre plus bas générant un état émotionnel négatif (une
dysphorie, anxiété, irritabilité). Certains processus opposants sont notamment démasqués par
I'hyperexcitabilité du sevrage alcoolique avec possiblement des crises convulsives et un

delirium tremens.

(4) La théorie des « apprentissages aberrants ou de I'automatisme » (Dickinson et al., 2002;
Everitt & Robbins, 2005, 2016) propose que l'usage d’alcool devient un automatisme, non
motivé par un but, et qu’un apprentissage associatif augmente la valeur incitatrice de I'alcool
et des stimuli associés (cf Partie I, I1.3.a). Initialement motivé par un objectif social (« faire
comme les autres ») ou de recherche des effets aigus de 'alcool (désinhibition, euphorie), le
comportement de consommation devient par la suite inflexible. Cette théorie suggere
I'intervention préalable du striatum ventral avec le NAc puis celle du striatum dorsal (Corbit
et al., 2012). Plusieurs criteres diagnostiques des TUALs sont cohérents avec ce concept
d’habitude, comme la persistance de I'usage d’alcool méme lorsqu’il n’est plus récompensant
et en dépit des conséquences négatives, la forte réactivité aux stimuli associés a I'alcool, et la

perte de contréle volontaire.

(5) Enfin le « déficit de controle inhibiteur » (Baler & Volkow, 2006; Everitt & Robbins, 2016;
Luscher et al., 2020) expliqgue comment les sujets perdent le contréle sur la consommation
avec I'hypoactivité des régions corticales frontales impliquées dans les fonctions exécutives,

la planification et I’évaluation des conséquences d’une action.

Ces théories se recoupent, sont complémentaires, et sont perpétuellement réévaluées (Baker
et al., 2004; Redish et al., 2008). A titre d’exemple, bien que les habitudes et automatismes
soient omniprésents dans toutes les formes d’addictions et que la littérature sur les rongeurs
converge pour montrer que I'exposition a la drogue favorise bien habitudes et automatismes,
leur contribution dans la transition vers I'addiction reste un sujet de débat. La relation entre
abus de drogue et habitudes demeure controversée chez I’humain, avec des résultats mitigés
et des divergences significatives (Hogarth, 2020; Hogarth & Hardy, 2018). Vandaele et Ahmed
(2021), proposent de nouvelles perspectives sur le réle des habitudes et des choix dans
I’addiction (Vandaele & Ahmed, 2021). Enfin, il faut mentionner qu’une hyperactivité striatale

et un déficit hippocampique ont été décrits chez I'animal comme chez I’homme suite a une
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consommation chronique de drogues (Baudonnat et al., 2011, 2017; Bohbot et al., 2013). Ces
observations suggerent que |'usage de drogues ne favorise pas seulement la formation des
associations entre indices et effets, mais perturbe durablement les interactions normales
entre les systemes d’apprentissage en facilitant de fagon inflexible les stratégies associatives

au détriment des stratégies spatiales (Tochon et al., soumis a eLife en octobre 2021).

b. Les critéres d’addiction

A mesure que les théories et les connaissances autour des addictions évoluent, les
termes, définitions et criteres diagnostiques sont également réévalués. Depuis 1952, le
Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux (DSM) fournit des critéres
diagnostiques pour un large éventail de conditions dont les TUALs, et permet I'élaboration
d’un langage commun a I'ensemble de la communauté clinique et de recherche. Il s’agit d’'un
outil de travail périodiquement révisé qui vise a aider les cliniciens a comprendre et a
diagnostiquer les TUALs, et qui sert de référence pour les recherches épidémiologiques et
expérimentales. L'utilisation de termes précis et d’'un langage commun sont primordiaux pour
le développement de la recherche translationnelle autour des TUALs (L. A. Ray et al., 2018).
En 2013 a été publiée la 5°™¢ édition du DSM (DSM-5). Cette classification signe la disparition
du diagnostic catégoriel par niveaux des TUALs, au profit d’une classification dimensionnelle
permettant une évaluation plus fine et plus personnalisée du sujet. Le DSM-IV décrivait deux
troubles distincts, I'abus d’alcool et la dépendance a I'alcool, avec des critéres spécifiques
pour chacun ; le DSM-5 intégre ces deux troubles en un seul trouble appelé trouble de I'usage
d’alcool (TUAL) avec des sous-classifications. Ce diagnostic est désormais évalué par 11
aspects cliniques, qui, pour la majorité d’entre eux, reprennent les anciens criteres DSM-IV
d’abus et de dépendance ( ). Mais a présent, ces axes cliniques sont considérés
indépendamment les uns des autres, comme des spécificités cliniques du TUAL permettant
d’en donner une approche descriptive plus précise et plus personnalisée (Hasin et al., 2013).
Une mesure de la sévérité du TUAL peut s’obtenir par la simple addition du nombre de
dimensions présentes, soit TUAL « léger » (2 ou 3 dimensions), « modéré » (4 ou 5
dimensions), ou « sévére » (plus de 5 dimensions). De plus, le DSM-5 intégre au diagnostic de
TUAL le critéere de « craving » désignant une envie irrépressible de consommer une
substance ou d’exécuter un comportement gratifiant alors qu’on ne le veut pas a ce

moment-la (Auriacombe, 2016).
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Critéres
Incapacité a respecter

Descriptions

L’alcool est souvent consommé en quantité plus

1 les limites de prise importante ou pendant une période plus prolongée que
(dose et temps) prévu
) Difficultés d’arrét oude Il y a un désir persistant, ou des efforts infructueux, pour
diminution diminuer ou contrdler la consommation d’alcool
. Beaucoup de temps est passé a des activités nécessaires
Aspect envahissant de . o , . i
3 ) pour obtenir I'alcool, a utiliser de I'alcool ou a récupérer
la consommation
de ses effets
. Envie impérieuse, fort désir ou besoin pressant de
4 Craving ,
consommer de |'alcool
Consommation
réguliére entrainant . s 1 . < "y
. L, . Consommation répétée d’alcool conduisant a I'incapacité
une incapacité a i . ) o
5 de remplir des obligations majeures, au travail, a I'école
assumer ces . )
.. ou a la maison
obligations
professionnelles
Incapacité a arréter ou Consommation continue d’alcool malgré des problémes
6 réduire en dépit des interpersonnels ou sociaux, persistants ou récurrents,
conséquences sociales  causés ou exacerbés par les effets de I'alcool
. Des activités sociales, professionnelles ou de loisirs
Impact  social des . , L .
7 ) importantes sont abandonnées ou réduites a cause de
consommations , ,
I"'usage de I'alcool
Consommation
8 réguliere  entrainant Consommation répétée d’alcool dans des situations ou
des comportements de cela peut étre physiquement dangereux
mise en danger
Incapacité a arréter ou L’'usage d’alcool est poursuivi bien que la personne sache
9 réduire en dépit des avoir un probleme psychologique ou physique persistant
conséquences ou récurrent susceptible d’avoir été causé ou exacerbé
médicales par I'alcool
- Besoin de quantités notablement plus fortes
d’alcool pour obtenir une intoxication ou I'effet
10 Tolérance désiré
- Effet notablement diminué en cas de l'usage
continu de la méme quantité d’alcool
- Syndrome de sevrage caractéristique de I’alcool
- L'alcool (ou une substance trés proche, telle
11 Sevrage

gu’une benzodiazépine) est pris pour soulager ou
éviter les symptomes de sevrage

Figure 11. Critéeres diagnostic du TUAL d’aprés le DSM-5. Le TUAL est caractérisé par la présence d’au

moins deux des 11 aspects cliniques ci-dessus, au cours d’une période de 12 mois.



Cette nouvelle classification devrait favoriser un repérage plus précoce des consommations
problématiques et favoriser des prises en charges un peu plus personnalisées. Mais une telle
ambition nécessite aussi le développement de traitements et de protocoles de prise en charge

spécifiques a chaque dimension de TUAL, et a chaque niveau de sévérité.

D’autres outils sont a disposition pour repérer les TUALs, comme le questionnaire AUDIT
(« Alcohol Use Disorder Identification Test ») mis au point par I'OMS. Il s’agit d’un
questionnaire a 10 items dont chacun est c6té de 0 a 4. Les principaux items reprennent une
partie des criteres DSM-5. Un dépistage systématique ou un suivi peuvent étre mis en place
en routine a I'aide de I"AUDIT ou de sa version simplifiée a 3 items (AUDIT-C). Plus rapide,
I’AUDIT est toutefois moins précis que les critéres dimensionnels et pronostics détaillés dans

le DSM-5.

2. Prise en charge de la dépendance et traitements contre les TUALs

a. Gestion du syndrome de sevrage alcoolique

Une fois le diagnostic de TUAL établi, sa prise en charge est généralement basée sur
une stratégie d’initiation et de maintien de I'abstinence. La gestion du syndrome de sevrage
associé a l'arrét de la consommation d’alcool est la premiere étape. La prise en charge
médicale du syndrome de sevrage alcoolique peut avoir lieu en ambulatoire ou, lorsque cela
est cliniquement indiqué, en milieu hospitalier. Dans certains cas, une surveillance clinique
peut suffire, généralement accompagnée de soins de soutien pour |'hydratation et la
supplémentation en électrolytes et en thiamines. Pour les patients ayant besoin d’un
traitement pharmacologique, les benzodiazépines (par exemple, le diazépam, le
chlordiazépoxyde, le lorazépam, |'oxazépam et le midazolam) sont les médicaments les plus
couramment utilisés pour traiter le syndrome de sevrage alcoolique. Les benzodiazépines
agissent en renforcant 'effet du neurotransmetteur GABA sur le récepteur GABAa. Les
benzodiazépines représentent le traitement de référence, car elles constituent la seule classe
de médicaments qui non seulement réduit la gravité du syndrome de sevrage alcoolique, mais
réduit également le risque de crises de sevrage et/ou de delirium tremens. En raison du risque
d’abus de benzodiazépines et du risque de surdosage, si le traitement des benzodiazépines
pour le syndrome de sevrage alcoolique est géré en ambulatoire, une surveillance attentive
est nécessaire, en particulier lorsqu’elle est associée a de I'alcool et/ou a des médicaments a

base d’opioides (Votaw et al., 2019).

40



b. Thérapies pharmacologiques approuvées

Le maintien de l'abstinence est ensuite généralement soutenu par des thérapies
pharmacologiques, dont au niveau mondial, cing molécules sont approuvées a cet effet. Le
développement de nouvelles molécules pharmaceutiques est un processus long et couteux.
Avant d’étre approuvé pour une utilisation dans la pratique clinique, un nouveau composé
prét a étre testé sur ’humain est évalué via 4 phases impliquant un nombre croissant de
volontaires. La phase 1 évalue d’abord son innocuité ; la phase 2 évalue son efficacité (avec
recherche de la dose optimale) et ses effets secondaires ; et la phase 3, généralement menées
dans plusieurs centres, est axée sur |'efficacité du composé (par rapport a des traitements
existants ou un placebo) ainsi que son innocuité. S’il est approuvé, le médicament est toujours
surveillé, via une surveillance post-commercialisation (phase 4 de pharmacovigilance).
Actuellement, seuls trois médicaments sont approuvés par la FDA (« Food and Drug

Administration ») aux Etats-Unis, pour une utilisation contre les TUALs :

(1) Le disulfirame est un inhibiteur de I'acétaldéhyde déshydrogénase. La voie la plus
courante dans le métabolisme de I'alcool est I'oxydation de I'alcool via I’ADH qui métabolise
I'alcool en acétaldéhyde, et ’ALDH, qui convertit I'acétaldéhyde en acétate. Le disulfirame
entraine une inhibition irréversible de I'ALDH et une accumulation d’acétaldéhyde, une
substance hautement toxique a I'origine de nombreux symptomes désagréables connexes,
comprenant tachycardies, maux de téte, nausées et vomissements. De cette facon,
I"administration de disulfirame associée a de I'alcool provoque une réaction aversive. Bien que
des mécanismes supplémentaires (par exemple, I'inhibition de la dopamine B-hydroxylase)
puissent également jouer un role, le blocage de I'activité de I'"ALDH représente le principal

mécanisme d’action du disulfirame.

(2) Uacamprosate, en agissant comme agoniste des récepteurs GABA, faliciterait la
récupération de la transmission GABAergique (régulée a la baisse lors du sevrage) et
modulerait également I'hyperactivité glutamatergique (induite par le sevrage) via son action
inhibitrice sur les récepteurs N-méthyl-D-aspartate (cf Partie I.1.2.c; Rosner et al., 2010;
Witkiewitz et al., 2012). Mais les mécanismes exacts de I'action de I'acamprosate ne sont pas
encore entierement compris. De nombreuses données indiquent que I'acamprosate serait
plus efficace pour promouvoir I'abstinence et prévenir les rechutes chez les patients déja
désintoxiqués que pour aider les individus a réduire leur consommation d’alcool; donc plutét

comme une aide pharmacologique dans le traitement des patients abstinents (Maisel et al.,
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2013). L'effet secondaire le plus courant avec I'acamprosate est la diarrhée, et d’autres moins
fréquents pourraient inclure nausées, vomissements, maux d’estomac, maux de téte et

étourdissements.

(3) La naltrexone est un antagoniste des récepteurs opiacés , k et & (avec une forte affinité
pour les p). Elle réduit I'envie d’alcool et elle semble plus efficace pour réduire la
consommation excessive d’alcool que pour soutenir I'abstinence (Kranzler et al., 2004; Maisel
et al., 2013; Pettinati et al., 2011). Les effets secondaires courants de la naltrexone peuvent
inclure nausées, maux de téte, étourdissements, problémes de sommeil et un éventuel risque
d’hépato toxicité (ne doit par conséquent pas étre utilisé chez les patients atteints d’hépatite

aigué ou d’insuffisance hépatique).

En Europe, le disulfurame, I'acomprosate et la naltrexone, ainsi que deux autres médicaments

sont approuvés par la EMA (« European Medicines Agency ») :

(4) Le nalméfene, pharmacologiquement similaire a la naltrexone mais avec une demi-vie plus
longue, est un antagoniste des récepteurs opiacés p et 6 et un agoniste partielle des
récepteurs opiacés k (Mann et al., 2016). Des méta-analyses indiquent que le nalméfene est
efficace pour réduire le nombre de jours de consommation excessive d’alcool et la
consommation totale d’alcool (Mann et al., 2016; Palpacuer et al., 2018; Soyka et al., 2016). Il
est plutdét choisi en cas de souhait de retour a une consommation contrélée (et non
d’abstinence). Ses effets secondaires sont similaires a ceux de la naltrexone. Une méta-analyse
indirecte de ces deux médicaments conclue que le nalméfene est potentiellement plus

efficace que la naltrexone (Soyka et al., 2016; Swift, 2013).

(5) Enfin le bacloféne, un agoniste des récepteurs GABAs (a I'origine utilisé pour traiter les
spasmes musculaires) a été approuvé pour le traitement des TUALs en France en 2018. Il est
utilisé pour réduire la consommation d’alcool, en complément d’un suivi psychosocial, aprés
échec des autres traitements. Le baclofene perturberait les effets d’'une dose initiale
d’amorcage d’alcool sur le craving et la consommation excessive d’alcool subséquente
(Farokhnia et al., 2021). Les méta-analyses et les revues systématiques examinant I'efficacité
du bacloféne ont donné des résultats mitigés (Leggio et al., 2010; Minozzi et al., 2018;
Palpacuer et al., 2018) et le choix de la dose reste un sujet controversé; cependant, des
données suggérent que le bacloféne pourrait étre utile dans le traitement des TUALs chez les

personnes atteintes de pathologies hépatiques (Addolorato et al., 2007; K. C. Morley et al.,
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2018). L'hétérogénéité substantielle dans la pharmacocinétique du bacloféne chez différentes
personnes atteintes de TUAL pourrait expliquer la variabilité de son efficacité d’une étude a

I"autre.

c. Thérapies pharmacologiques non approuvées

Au moins quatre autres médicaments testés chez I’humain mais non autorisés pour le
traitement des TUALs semblent prometteurs. En premier lieu, le topiramate (un
anticonvulsivant) permettrait d’initier I'abstinence (ou d’en réduire les dommages) chez des
patients encore consommateurs, plutot que de simplement prévenir les rechutes chez des
patients déja désintoxiqués (Johnson, 2007; Kenna et al., 2009). Mais ses effets secondaires
d’ordres cognitifs et mnésiques sont préoccupants. Aussi, I'efficacité du topiramate dans le
traitement des TUALs, sa tolérance et son innocuité semblent modérés par un polymorphisme
mononucléotidique fonctionnel (rs2832407) du geéne codant pour une sous-unité du
récepteur GluK1l (Kranzler et al., 2014). D’autres études basées sur une approche
pharmacogénétique suggerent que I'ondansétron, un antagoniste 5-HT3 utilisé comme anti
nauséeux, pourrait étre efficace pour traiter les TUALs chez les patients porteurs de variants
des genes codant pour le transporteur 5-HTT et le récepteur 5-HT3 (Johnson, 2007; Kenna et
al., 2009). Un autre anticonvulsivant, la gabapentine a montré des résultats prometteurs dans
plusieurs études chez I’humain (Anton et al., 2009; Mason et al., 2009), bien qu’un essai plus
récent avec une formulation a libération prolongée du médicament n’ait pas trouvé d’effet
supérieur de la gabapentine par rapport a celui d’un placebo (Falk et al., 2018). Enfin, la
varénicline un agoniste partiel du récepteur cholinergique nicotinique utilisé dans le sevrage
tabagique, pourrait étre efficace pour traiter les TUALs (Bejczy et al., 2015; Litten et al., 2017)
chez les buveurs sévéres masculins (O’Malley et al., 2018) et chez les patients masculins et
féminins présentant des troubles comorbides de I'usage d’alcool et de nicotine (Falk et al.,

2015).

d. Thérapies comportementales et psychologiques

En paralléle, un large éventail de traitements comportementaux et psychologiques
sont disponibles pour soutenir les objectifs d’abstinence ou réduire la consommation d’alcool

(Imel et al., 2008; Witkiewitz, 2011; Witkiewitz et al., 2019), dont :

(1) Les interventions breves, principalement basées sur des entretiens motivationnels, qui

peuvent inclure |'auto-surveillance de la consommation d’alcool et la sensibilisation aux
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situations a risque, avec une formation a des techniques cognitives et comportementales pour
y faire face. Elles peuvent également inclure la formation a des compétences de vie plus large

autour de la communication et de la capacité d’adaptation.

(2) Les approches de conditionnements opérants qui sont basées sur la gestion des
contingences avec renforcement positif encourageant I'abstinence et renforcement

commuhnautaire.

(3) Les thérapies cognitivo-comportementales qui consistent a former le patient, et parfois
aussi son entourage, a des techniques d’adaptation et de prévention des rechutes. Les
traitements de réduction des méfaits incluant la formation guidée sur la maitrise de soi et la
consommation contrélée, ont réussi a soutenir des objectifs de réduction de la consommation

d’alcool.

(4) Les interventions fondées sur I'acceptation et la pleine conscience sont de plus en plus
utilisées pour cibler les TUALs et montrent des preuves d’efficacité dans divers contextes et
formats (méme brefs; Wilson et al.,, 2017). Généralement dispensées en groupe, ces
interventions consistent a sensibiliser au moment présent, a développer une approche sans

jugement de soi et des autres, et a accepter les expériences du moment présent.

Les thérapies comportementales et psychologiques améliorent, voir apparaissent aussi
efficaces que les options pharmacologiques actuelles (Anton et al.,, 2006; Hennessy et al.,
2019; Magill & Ray, 2009). Et de facon importante, il a été démontré que la participation et
I’engagement a des groupes de soutien mutuel sont significativement associés a une plus

grande efficacité du traitement des TUALs (Kelly et al., 2017; Magill et al., 2015).

Des interventions sur le web ou mobiles intégrant les principes de ces différentes thérapies,
ont démontré leur efficacité dans les essais initiaux (Gustafson et al., 2014; Kazemi et al., 2017;
Kiluk et al., 2016). Le NIAAA a par exemple mis au point l'intervention informatisée « Take
Control », comprenant certains aspects de I'entrevue motivationnelle et de la formation aux
capacités d’adaptation, tout en fournissant un soutien psychosocial (Devine et al., 2016). Le
développement de nouvelles technologies mobiles pourraient fournir une thérapie et un
soutien en temps quasi réel (Bouvard et al., 2018). Par exemple, un appareil mobile pourrait
potentiellement signaler une situation a haut risque et aider a la prévenir, d’apres
I'emplacement géographique (prés d’un débit de boissons préféré) et la fréquence cardiaque

(augmentation de la fréquence cardiaque a l'approche de I'établissement). De plus, les
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progres dans la technologie de détection de l'alcool (exemple : capteurs transdermiques
d’alcool) pourraient fournir une rétroaction en temps réel sur les niveaux de consommation

chez les personnes qui tentent de réduire.

e. Thérapies potentielles basées sur la neuromodulation

Les techniques de neuromodulation pourraient aussi constituer de nouvelles options
thérapeutiques contre les TUALs. Ces techniques consistent a cibler directement des régions
cérébrales et des processus cognitifs spécifiques, via des électrodes implantées
chirurgicalement (stimulation cérébrale profonde), des courants électriques ou des champs
magnétiques appliqgués au cuir chevelu (stimulation transcranienne électrique et
magnétique, respectivement), ou une modulation individuelle auto-générée par rétroaction
(neuro feedback). Mais les preuves en faveur de leur efficacité contre les TUALs sont
actuellement incertaines (Luigjes et al., 2019) et le ciblage d’une région neuronale spécifique

pourrait surtout s’avérer insuffisant pour traiter un trouble aussi complexe et hétérogene.

Comme présenté ci-dessus, plusieurs options thérapeutiques sont a disposition pour
traiter les TUALs. Néanmoins, méme si celles-ci se sont avérées positives chez certains, leur
efficacité reste modeste et il n’existe aujourd’hui aucun traitement véritablement efficace
pour tous les patients. La forte hétérogénéité observée dans la réponse a un traitement donné
pourrait s’expliquer par la forte hétérogénéité dans I'étiologie méme des TUALs (Litten et al.,
2015b). La définition de la pathologie a elle-méme évoluée pour s’y adapter : on parle
de « troubles », au pluriel, de I"'usage d’alcool. Pourtant, I'élaboration et le développement
des traitements en général ne prennent pas encore suffisamment en compte I’hétérogénéité
de I'étiologie et du maintien des TUALs, et par conséquent, de nombreux traitements contre

I'alcool peuvent ne pas étre applicables a tous les sous-types de buveurs pathologiques.

3. Facteurs de vulnérabilité au développement de TUAL

Un TUAL est une condition multifactorielle, c’est-a-dire le résultat d’une interaction
entre plusieurs facteurs prédisposants, pouvant étre internes (génétiques, métaboliques) ou
externes (environnementaux, sociaux, sociétaux). C'est pourquoi seule une portion des

individus exposés a l'alcool développent un TUAL, et c’est aussi pourquoi selon les
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combinaisons de facteurs et le poids relatif de chacun, que différentes formes de TUALs

répondant différemment aux traitements peuvent émerger (Eddie et al., 2015).

a. Facteurs de tolérance

La résistance face aux effets de I'alcool fait partie des facteurs pouvant faciliter le
développement d’un TUAL. En effet, les individus capables de boire d’importantes quantités
d’alcool sans en ressentir ou en exhiber les effets (troubles de la coordination motrice, ou
désinhibition par exemple) ne possedent pas de frein physiologique a I'augmentation de leur
consommation d’alcool. On parle de tolérance a l'alcool ou de LR pour « Low level of

response to alcohol ».

b. Facteurs psychodynamigues ou psychiatriques

L’age d’initiation précoce a la consommation d’alcool est fortement associé au risque
de développer un TUAL a I'dge adulte (D. A. Dawson et al., 2008). L’adolescence est une
période clé pour le développement et la maturation des structures cortico-frontales
impliquées dans les fonctions exécutives incluant motivation, planification, prise de décision
et flexibilité comportementale. Or I'altération des fonctions exécutives est, comme discuté
précédemment, une propriété clé dans la progression vers I’addiction. Les patients atteints de
TUALs présentent d’importants déficits au niveau des fonctions exécutives et une forte
altération de la flexibilité cognitive (Crews & Boettiger, 2009; Jokisch et al., 2014).

La recherche de sensations peut constituer 'un des facteurs favorisants essentiels des
premieres alcoolisations, notamment chez les plus jeunes, incitant aux expériences toxiques
et a leur répétition (T. A. Wills et al., 1994). La recherche de sensation est souvent combinée
a la prise de risque et a I'impulsivité (Hamilton et al., 2014). L'impulsivité, définie par la
tendance a réaliser des actions prématurées, mal planifiées et indiment risquées (Potenza &
De Wit, 2010) est aussi une indication comorbide courante dans I'addiction (Herman & Duka,
2019; Kreek et al., 2005). Le contréle comportemental, qui est une dimension particuliére de
I'impulsivité, contribue a I'autorégulation des comportements liés a la récompense (Jupp &
Dalley, 2014).

L'anxiété et les états dépressifs sont aussi des facteurs prédisposants et comorbides aux
TUALS (lpser et al., 2015). Les personnes fortement anxieuses peuvent consommer |’alcool
pour ses propriétés anxiolytiques, en tant que stratégie d’adaptation pour soulager un état

affectif de détresse (Khantzian, 2013). Cette forme d’automédication émotionnelle peut sous-
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tendre l'initiation de la consommation d’alcool, des états subjectifs sous-jacents du craving et
la poursuite de la consommation comme moyen d’atténuer les symptomes de sevrage.

L'importance de ces différents prédisposants semble varier selon le sexe, rappelant
I'importance d’étudier systématiquement et de maniére indépendante des sujets masculins
et féminins, que ce soit dans les études cliniques ou précliniques. Les adolescentes déclarent
boire de I'alcool pour soulager un état dépressif ou de détresse psychologique, tandis que la
consommation d’alcool chez les adolescents semble davantage liée a la prise de risque et aux
comportements impulsifs (Kuntsche & Miiller, 2012). Et de fagon intéressante, a I’age adulte,
les femmes subissent des conséquences émotionnelles et physiques plus néfastes,
comprenant instabilité émotionnelle, dépression et anxiété, que les hommes qui se livrent a

une consommation excessive d’alcool (Patrick et al., 2020).

c. Facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux tels que la mise a disposition de I'alcool, la pression
sociale de I'’entourage et de la société (famille, amis, travail, stress, médias, internet) et les
conflits familiaux, professionnels ou d’autorité, contribuent également au développement des
TUALs (Kendler, 1995; Schuckit, 1998). A titre d’exemple, I'actuelle lutte contre la pandémie
mondiale de Coronavirus 2019 (COVID-19) causée par le virus SARS-CoV-2 (coronavirus 2 du
syndrome respiratoire sévére aigu) confere pour beaucoup d’individus un environnement
économique et psychosocial particulierement stressant, marqué de pertes d’emplois,
d’insécurités financieres, d’isolement, de distanciation sociale et incertitude quant au
développement futur. Cet environnement semble propice au développement de TUALs ou a
la rechute alcoolique (Yazdi et al., 2020), particulierement chez des individus sensibles au

stress et a I'anxiété.

d. Facteurs génétigues

Les études familiales, de jumeaux et d’adoption ont fournis des preuves robustes
quant a la contribution des facteurs génétiques dans la vulnérabilité aux TUALs. La
combinaison de plusieurs facteurs génétiques interviendrait pour environ 50% du
développement du TUAL et leur interaction avec les autres facteurs comme
environnementaux contribuerait aux 50% restants (Guerrini et al., 2014; Kendler et al., 2010;
Schuckit, 1999; Verhulst et al., 2015). D’autant plus que les caractéristiques et traits de

personnalité a risque présentés ci-haut, et d’autres comme des facteurs métaboliques,
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peuvent étre influencés par la génétique. Par exemple, dans certaines populations asiatiques
et juives, une variation génétique de I'alcool et aldéhyde déshydrogénase (respectivement :
ADH et ALDH, enzymes responsables du métabolisme de I’alcool), empéche la consommation
excessive d’alcool en raison de I'accumulation rapide du métabolite toxique acétaldéhyde
responsable des rougeurs, des palpitations, des nausées et des vomissements (Neumark et
al., 2004). Autre exemple, les variants génétiques qui augmentent la fonction de Ia
monoamine oxydase (MAQ) conférent une résistance contre les troubles de la conduite et les
comportements antisociaux, autres précurseurs comportementaux fréquents de I'addiction a

I'alcool (Fergusson et al., 2011).

Une meilleure compréhension de I|'étiologie des TUALs et sa prise en considération
pourrait permettre de créer des traitements plus adaptés aux différentes formes de TUALs.
Néanmoins, pour différentes raisons discutées ci-aprées, il est particulierement difficile
d’étudier, chez I"humain, la contribution relative de chacun de ces facteurs et de leurs
interactions dans le développement d’un TUAL. Il est également compliqué de suivre le
développement ou I'évolution des comportements addictifs, et d’en étudier les mécanismes
neurobiologiques sous-jacents. Les modeles précliniques animaux, auxquels nous devons la
majorité de nos connaissances concernant les mécanismes neurobiologiques et
neurocomportementaux sous-tendant les effets de I’alcool (Everitt et al., 2018), demeurent
ainsi primordiaux pour progresser dans la compréhension de I'étiologie des TUALs et dans

I'identification de cibles thérapeutiques efficaces pour tous.

[I- Modeles préclinigues des mécanismes neurobiologiques impliqués dans

les troubles de I'usage d’alcool

1. Importance des modéles précliniques animaux

a. Tout (ou presque) est sous controle ...

Un modele animal consiste a représenter, de maniére simplifiée, une situation
expérimentale dans une espéce animale, dans le but d’étudier des phénomeénes plus
complexes qui se produisent dans une autre espece (dans notre cas chez I’humain).

Evidemment, les modeles animaux peuvent manquer de nombreux aspects du TUAL humain,
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mais il est possible de controler leur histoire génétique et environnementale pour rechercher
des théories scientifiques difficiles a aborder dans les études humaines, en raison de
considérations logistiques et éthiques. Des liens de causalité peuvent ainsi étre établis entre
des caractéristiques comportementales, génétiques physiologiques et la consommation
d’alcool (Parker et al., 2020), et il est possible de comparer des individus avant et aprés une
exposition a I'alcool. Il est alors plus facile d’étudier la contribution relative des facteurs de
vulnérabilité, et de leur interaction, dans le développement de TUALs, ainsi que les

mécanismes sous-jacents associés a chaque situation.

Chez les rongeurs et plus particulierement chez les souris, la génétique est bien caractérisée
et il est possible de réaliser, de maniére tout a fait contrélée, des manipulations génétiques
complexes et de générer des lignées transgéniques. Leur anatomie et leur physiologie sont
également bien caractérisées, ce qui facilite la lecture des changements de comportement ou
de caractéristiques associés a une manipulation. Ils présentent de nombreux autres
avantages : ils sont petits, s’adaptent bien et sont faciles a loger et a entretenir. Le controle
aisé de leurs parameétres environnementaux contribue a une faible variabilité et donc a une
plus grande fiabilité intra-individuelle des mesures, et facilite également I'évaluation de la
reproductibilité de résultats. Ils se reproduisent également rapidement et ont une courte
durée de vie de deux a trois ans, de sorte que plusieurs générations de rongeurs peuvent étre
observées dans un laps de temps relativement court. La plupart des souris et des rats utilisés
sont consanguins de sorte que, a part les différences entre les sexes, ils sont génétiquement
trés similaires, ce qui contribue a une plus grande fiabilité interindividuelle des mesures et
facilite également I’évaluation de la reproductibilité de résultats. Les souris et les rats sont
également relativement peu colteux et peuvent étre achetés aupres de producteurs
commerciaux qui élevent des rongeurs spécifiquement pour la recherche. D’aprées la fondation
pour la recherche biomédicale, 95% des animaux de laboratoire sont des souris et des rats.
Pour toutes ces raisons, et plus particulierement, pour la maitrise de leur génétique, cette

étude a été menée sur des modeles précliniques murins.

b. Critéres de validité

La pertinence d’un modele animal est jugée sur la base de trois criteres dits de validité :

e La validité théorique/conceptuelle (ou « construct validity ») fait référence a la
similarité par rapport aux facteurs déclenchants et I'étiologie de la condition/du

comportement modélisé(e).
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e la validité d’apparence (ou «face validity ») fait référence aux similitudes
phénoménologiques et pathophysiologiques (mémes symptémes dans le cas d’une
pathologie).

e Validité prédictive (ou « predictive validity ») fait référence a la réversibilité des
troubles créés, a la capacité de prévenir et de corriger les comportements/symptomes

a 'aide de traitements ayant démontré leur efficacité en clinique humaine.

2. Modeéles d’auto-administration volontaire d’alcool chez le rongeur

En raison de leur bonne validité conceptuelle et de leur validité d’apparence
intéressante par rapport a la consommation humaine, les procédures basées sur l'auto-
administration volontaire sont largement utilisées dans la recherche préclinique sur les
addictions aux drogues et I'étude de leurs propriétés renforcantes (Green & Grahame, 2008).
Evidemment, comment et pourquoi la drogue testée est consommée varie nettement entre
un individu humain évoluant dans son environnement sociétal et un sujet expérimental non
humain dans une configuration limitée de laboratoire. Néanmoins, les réactions
neurochimiques et circuits neuronaux impliqués dans la génération, la sélection et la mise en
ceuvre de ces schémas comportementaux sont considérés comme similaires entre ces
situations. La consommation volontaire d’alcool chez le rongeur peut ainsi étre étudiée en
laboratoire a lI'aide de modeles d’auto-administration volontaire dits opérants ou non
opérants dont les plus communément utilisés sont présentés ci-apres d’apres d’excellentes
revues les catégorisant et les discutant (Fritz & Boehm, 2016; Sanchis-Segura & Spanagel,

2006; Shippenberg, 2017; Spanagel, 2017; Tabakoff, 2000).

a. Modeles non opérants

Les modeéles non opérants font références aux procédures d’auto-administration
orales ou les rongeurs ont deux biberons a leur disposition (I'un contenant une solution
aqueuse d’alcool et I'autre contenant de I’eau) et peuvent ainsi boire (ou ne pas boire) autant
d’alcool gu’ils le souhaitent, lorsqu’ils le souhaitent : il s’agit du paradigme du « two-bottle
choice » ou 2BC (Huynh et al., 2019). Les modeles non opérants présentent ainsi, en plus de
leur simplicité technique, des validités de d’apparence et conceptuelle pour modéliser la
consommation humaine. Ils ont également permis ['identification de traitements
pharmacologiques prévenant la consommation excessive d’alcool, confirmant leur validité de

prédiction (Hubbell et al.,, 1991; Spanagel & Zieglgihsberger, 1997; Volpicelli, 1992). Les
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variables dépendantes associées a ce paradigme sont la quantité d’alcool pur consommée
(exprimée en g d’alcool/Kg de souris/intervalle de temps), sa préférence relative a I'eau et le
volume total de fluide consommé. Des équipements plus complexes tels que les
« lickometers » et autres appareils similaires couplés aux biberons, permettent aussi
d’analyser la dynamique temporelle et donc de maniére plus précise la microstructure de la

consommation d’alcool (Dhaher et al., 2012; Vengeliene et al., 2013).

La concentration en alcool de la solution mise a disposition est par exemple un parameétre
majeur. Des solutions excessivement concentrées présentent un goQt aversif et ne sont pas
consommeées par les rongeurs. A l'inverse, les solutions trop faiblement concentrées (< 4%) ne
sont pas pertinentes car les niveaux cérébraux d’alcool qui en résultent sont négligeables (le
volume total de fluide ingéré étant limité par des contraintes physiologiques). Les solutions
aux concentrations en alcool comprises entre 10 et 20% sont considérées comme standards
pour la consommation chez le rongeur. Mais le go(t de ces solutions étant déja fortement
prononcé, plusieurs interventions préalables ont été proposées pour qu’elles soient
spontanément consommeées : la présentation de concentrations croissantes, I'ajout d’agents
de saveur comme le sucrose ou le saccharose (qui peuvent étre progressivement retirés ou
non), ou I'inclusion d’une période d’exposition forcée a I’alcool (exposition intermittente a des
vapeurs d’alcool, ou remplacement de I'eau de boisson par une solution alcoolisée). La
familiarisation a I'alcool par ajout de sucrose/saccharose n’altére a priori pas la validité
d’apparence car les humains boivent souvent des cocktails alcoolisés sucrés avant de
progresser vers des alcools plus forts. Néanmoins plusieurs études récentes supportent que
la familiarisation préalable par ajout de saccharine n’est pas nécessaire pour |'acquisition de
I'auto-administration d’alcool chez le rat, et pourrait méme diminuer la consolidation

mnésique des indices associés a I'alcool (Augier et al., 2014; Puaud et al., 2018).

La courbe dose-réponse de la consommation d’alcool varie néanmoins entre les différentes
lignées de rongeurs. L'utilisation de lignées présentant une appétence innée pour l'alcool,
comme la C57BL/6J (Rhodes et al., 2007; Yoneyama et al., 2008), ou de lignées sélectivement
élevées pour consommer de grands volumes d’alcool (Crabbe et al., 2011; Jensen et al., 2021),
peut faciliter le développement de l'auto-administration orale d’alcool a des volumes

pharmacologiquement pertinents (H. C. Becker & Ron, 2014).

L'accessibilité temporelle a I'alcool est également un parameétre majeur affectant la

consommation d’alcool (H. C. Becker & Ron, 2014); celle-ci est par exemple largement plus
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élevée en cas d’acces restreint a une courte durée (15min, Flores-Bonilla et al., 2021) ou
d’accés intermittent (acces sur 24h, a intervalle de 24h, (Hwa et al., 2011; Kimbrough et al.,
2017; Melendez, 2011; Rosenwasser et al., 2013; Simms et al., 2008; Smutek et al., 2014) mais
(Crabbe et al., 2012). Ces acces restreints et/ou intermittents présentent en plus I'avantage
de produire des motifs de consommation potentiellement plus proches de ceux de la
consommation humaine que I'accés continue. De plus, les approches intermittentes assurent
une obtention relativement rapide de résultats avec un comportement stable de
consommation d’alcool aprés seulement 2 a 5 semaines. L’acces restreint a une courte
période de temps est un meilleur moyen pour modéliser le « binge drinking » (Fritz & Boehm,
2016). Rhodes et coll., 2005 ont développé un paradigme appelé « Drinking In the Dark » ou
DID, dans lequel les rongeurs ont acces pendant seulement 2 a 4h par jour a un biberon unique
contenant une solution aqueuse d’alcool a 20%, et ce 3h apreés le début de |la phase nocturne
(Holgate et al., 2017; Huynh et al., 2019; Rhodes et al., 2005; Thiele et al., 2014; Thiele &
Navarro, 2014). Dans ce protocole, des lignées comme la C57BL6/J s’hyper-alcoolisent
volontairement et rapidement, jusqu’a atteindre de maniére fiable une intoxication
alcoolique, avec sédation et incoordination motrice qui caractérisent le « binge drinking ».
Certains animaux le font de maniére « modérée » (alcoolémie de 0.8g/litre) et d’autres de

maniére plus sévere (alcoolémie de 2.0g/litre).

Le principal inconvénient de I'auto-administration orale non opérante était la nécessite
d’isoler les rongeurs pendant la période d’auto-administration afin de simplifier la mesure de
consommation d’alcool et des comportements associés. Mais de nouveaux dispositifs
émergeants permettent d’analyser, dans une cage collective équipées de capteurs, le
comportement individuel de chacun de ces occupants (préalablement équipés de puces). Par
exemple, le systeme IntelliCage a déja été utilisé pour étudier le comportement individuel de
consommation d’alcool chez des animaux hébergés collectivement (Iman et al., 2021; Parkitna
et al., 2013; Radwanska & Kaczmarek, 2012; Smutek et al., 2014). Similairement, le systéeme
Live Mouse Tracker est un dispositif de tracking sophistiqué permettant également d’analyser
le comportement individuel de souris en cage collective ; mais il n"a a ce jour (et a ma
connaissance) jamais été déployé pour étudier la consommation d’alcool (de Chaumont et al.,

2019).

52



b. Modéles basés sur un conditionnement opérant

Les effets renforgants de I’alcool peuvent étre démontrés dans des modeles basés sur
le conditionnement opérant ou les rongeurs s’auto-administrent volontairement de I’alcool
en pressant un levier ou en plagant leur nez dans une ouverture. Dans ce paradigme d’auto-
administration, la quantité de travail (nombre d’appuis sur le levier ou de coup de nez) que
I’animal fourni pour gagner I'accés a une quantité donnée d’alcool indique donc la force du
renforcement induit par I'alcool. L'auto-administration opérante présente une grande fiabilité
et une bonne validité prédictive. Le principal désavantage de ce paradigme est le temps
généralement long nécessaire aux animaux pour acquérir et maintenir une réponse opérante

stable.

Les procédures d’auto-administration opérantes sont communément réalisées dans des
« boites opérantes » ou « boites de skinner » commercialement disponibles. Ces boites sont
ainsi équipées d’un ou plusieurs manipulandi (levier, « nose-poke ») transmettant la réponse
opérante et d’un ou plusieurs dispositif(s) délivrant I'alcool. Des modules additionnels
peuvent étre ajoutés afin de programmer I'occurrence d’autres évenements (son, lumiere)
utilisés comme stimuli discriminatifs et/ou renforcements secondaires. Le programme de
renforcement le plus communément utilisé dans ces études est le ratio fixe RF, suivi du ratio
progressif RP (June & Gilpin, 2010). Avec un programme RF, le renforcement est délivré
chaque fois qu’un nombre de réponse pré sélectionné, généralement 1 (RF1), est complété.
En revanche, avec un programme RP, le nombre de réponse requit pour obtenir le
renforcement augmente selon une progression prédéfinie, généralement arithmétique.
L'augmentation progressive du ratio peut étre introduite a travers plusieurs sessions ou au
cours d’une seule session. Dans un programme RP intra-session, I'index de performance est le
taux de réponse le plus élevé accompli pour obtenir une seule unité de renforcement: le

« point de rupture ».

Les modeles opérants ne sont pas associés a une voie d’administration spécifique ; I'alcool
peut par exemple étre délivré par voie intraveineuse, intra craniale, intra gastrique ou orale.
Les voies intra gastrique et intraveineuse permettent de s’affranchir de I'influence du go(t et
de I'odeur, comme la voie intra craniale qui permet en plus de minimiser I'impact des facteurs
associés au métabolisme périphérique. La voie intra craniale présente également I'avantage
de permettre I'étude de l'implication de régions cérébrales spécifiques dans les effets

récompensants de l'alcool. Dans le cas de la voie orale, le nombre d’unités délivrées ne

53



correspond pas forcément au nombre d’unités consommeées, donc des mesures additionnelles
comme l'alcoolémie sont appréciées. Comme pour |'auto-administration non opérante, la
concentration en alcool de la solution administrée est un parametre majeur. Faire varier la
concentration en alcool de 2.5% a 60%, apres développement d’'une consommation excessive
d’alcool, génere chez le rat une courbe dose-réponse typique en forme de U inversé
(Carnicella et al., 2011). Les auteurs ont démontrés que les rats ajustent leur réponse au
changement de concentration d’alcool afin d’obtenir un niveau constant de consommation
(en g/Kg) et d’alcoolémie, ce qui suggérent que leur comportement opérant est motivé par

I’obtention d’un effet pharmacologique spécifique de I'alcool (Carnicella et al., 2011).

Comme dans les modéles non opérants, I'accessibilité temporelle est un parametre majeur
affectant la quantité consommée et la motivation dans les modéles opérants. Jeanblanc J et
coll. ont récemment proposé un nouveau modele de « binge drinking » combinant acces
restreint (15 min) et auto-administration opérante (FR3 avec levier ; Jeanblanc et al., 2019).
Par rapport au paradigme DID classique, ce modeéle de « binge drinking » permet I'étude des

processus motivationnels et une intoxication plus rapide (Jeanblanc, Rolland, et al., 2019).

L'automatisation de ces procédures permet de réduire l'intervention humaine et
d’augmenter l'index de reproductibilité. En revanche, I'utilisation de procédures opérantes,
parfois complexes, fait intervenir a la fois des capacités motrices (en cas de levier) et des
capacités d’apprentissage qui doivent étre correctement controlées pour ne pas biaiser
I'interprétation des résultats. Par exemple, I'acte moteur d’appui sur le levier semble
constituer, a lui seul, une activité renforcante pour les souris (Spanagel & Sanchis-Segura,

2003).

c. Modeéles basés sur la préférence de place conditionnée (PPC)

Un autre paradigme utilisé pour étudier les effets renforgants de I’alcool est la
préférence de place conditionnée ou les animaux apprennent a associer un contexte
particulier (stimulus conditionné, SC) avec une exposition passive a l'alcool (stimulus
inconditionné, Sl). Le Sl va donc étre en mesure d’induire un comportement d’approche ou
d’évitement en fonction de la nature du SC ; par exemple une solution d’alcool a concentration
optimale induit généralement un comportement d’approche envers le contexte associé, alors

gu’une solution d’alcool trop fortement concentrée induit plutét un comportement
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d’évitement. Ce paradigme souligne les forts effets des stimuli conditionnés associés aux

drogues addictives et fournit une mesure indirecte de |'effet récompensant d’une drogue.

La préférence de place conditionnée pour I'alcool peut étre établie dans des boites a deux ou
trois compartiments ou des labyrinthes aux formes variables (par exemple, rectangulaire, en

Y,enTouenV).

Différents protocoles peuvent étre utilisés, mais de fagcon générale I'un des compartiments
est associé a I‘administration d’alcool et un autre est associé a I'administration d’une solution
controle (voir a aucune administration). Aprés un apprentissage basé sur I’association répétée
de I'alcool et de sa solution contréle avec leurs compartiments respectifs, le rongeur est, au
moment du test, libre de se déplacer a travers les deux compartiments. Le temps relatif passé
dans le compartiment associé a I'alcool est utilisé comme indicateur de préférence. Dans les
procédures a trois compartiments, le troisieme peut étre utilisé comme compartiment de
départ ou comme compartiment controle évaluant les interférences associées a la nouveauté.
Dans toutes les configurations, le compartiment associé a I'administration d’alcool doit étre
choisi aléatoirement et contrebalancé afin d’éviter les biais de préférence/d’évitement

initiaux pour un compartiment (indépendants de I'administration).

Comme pour les procédures opérantes, la voie d’administration peut varier mais elle doit

garantir I'obtention rapide de concentrations cérébrales d’alcool élevées.

La préférence de place conditionnée permet d’informer sur la valence émotionnelle de
I'alcool (récompensante/aversive selon sa capacité a induire un comportement
d’approche/évitement), mais elle fournit moins d’informations sur la force de son

renforcement.

3. Modélisations des caractéristiques de I'addiction chez le rongeur

De nombreux modeéles permettent ainsi d’étudier I'auto-administration volontaire
d’alcool et d’évaluer ces propriétés renforcantes directement chez les animaux de laboratoire.
Mais I'addiction a I'alcool n’est pas une conséquence systématique de la consommation
d’alcool, bien que cette derniere soit nécessaire au développement de la premiére. La
consommation d’alcool est considérée comme un comportement « normal » tandis que
I’addiction est considérée comme un comportement pathologique. Plusieurs revues récentes

présentent des modeéles animaux de caractéristiques particulieres de I'addiction (Belin-
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Rauscent et al., 2016, p.; Lischer et al., 2020), dont les 5 plus communes sont : (1) I'escalade
de la consommation; (2) la motivation croissante pour la drogue/sa recherche compulsive ;
(3) la préférence pour la drogue parmi d’autres options récompensantes; (4) le maintien de
la consommation en dépit des conséquences négatives; et (5) l'incubation/rechute.
Certaines méthodes ont également proposé d’induire plusieurs de ces caractéristiques chez
I’'animal (Ahmed, 2012; Belin-Rauscent et al., 2016; Deroche-Gamonet et al., 2004; Piazza &

Deroche-Gamonet, 2013; Planeta, 2013).

a. Escalade de la consommation

Une caractéristique déterminante majeure de |’addiction est I'augmentation ou
« I'escalade » de la consommation de drogue se développant avec I'exposition prolongée a
celle-ci (Edwards & Koob, 2013). Une escalade de la consommation d’alcool peut étre
observée chez les rongeurs a l'aide de différents modéles d’auto-administration volontaire

d’alcool présentés ci-haut, comme |’accés intermittent ou le DID.

b. Recherche motivée voir compulsive

Les toxicomanes développent une préoccupation croissante pour la consommation de
drogue et consacrent ainsi de plus en plus de temps et d’énergie pour accéder a cette
consommation. La recherche de drogue est, au fil du temps, de plus en plus contrélée par des
stimuli associés a la drogue et peut méme se séparer des propriétés récompensantes de la
drogue qui diminuent progressivement en raison du développement de la tolérance (Robinson
& Berridge, 1993). Cette motivation peut ainsi aboutir a un besoin irrésistible et incontrélable
de réaliser un comportement (méme irrationnel) : on parle de compulsion. Cet aspect de la
recherche motivée voir compulsive de drogues est étudié chez les animaux a 'aide des
modeéles d’auto-administration opérants ou de préférence de place conditionnée (PPC;
moins informative sur I'aspect compulsif). La recherche de drogue pendant des périodes ou
elle n’est pas disponible ou lorsque sa disponibilité n’est pas signalée, ou encore
I"augmentation du « point de rupture » dans un modele opérant a RP sont utilisées comme
indicateurs de recherche compulsive (Allain et al., 2015; Giuliano et al., 2018; Hopf & Lesscher,

2014; Venniro et al., 2016).
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c. Maintien en dépit des conséguences négatives

Une autre caractéristique majeure de I'addiction est le maintien de la consommation
de drogue en dépit des conséquences négatives. Il s’agit d’'une autre forme de compulsion.
Celle-ci est modélisée chez le rongeur par la prise persistante de drogue malgré une punition
contingente telle que des chocs électriques (Halladay et al., 2017) ou encore I'ajout d’agents
de saveurs aversifs dans la drogue, comme la quinine directement ajoutée dans les solutions
d’alcool (Sneddon et al., 2019). A titre d’exemple, aprées une alcoolisation volontaire chronique
de 8 mois (Hopf & Lesscher, 2014), ou intermittente de 3 mois (Hopf et al., 2010), les rats
maintiennent leur consommation d’alcool en dépit de I'ajout de quinine. Et les modeles de
consommation d’alcool associés a un choc électrique chez les rats a haute préférence pour
I'alcool démontrent que la punition diminue de maniére contexte-dépendante I|'auto-
administration subséquente d’alcool (Marchant et al., 2013) mais que certains rats
maintiennent leur consommation en dépit des chocs électriques (Seif et al., 2013). Le CPF, et
plus précisément sa partie ventromédiane, semble jouer un réle clef dans la régulation a la

baisse de I'auto-administration d’alcool associée a une punition (Halladay et al., 2020).

d. Préférence par rapport a d’autres récompenses

L’addiction est également caractérisée par un choix accru pour la drogue par rapport
a d’autres récompenses (généralement plus « saines »). Lorsqu’une récompense hautement
palatable comme une solution sucrée est proposée en parallele de la drogue étudiée, la
majorité des animaux diminuent volontairement leur prise de drogue en faveur de la
récompense alternative (Caprioli et al., 2015). Néanmoins, il a été démontré pour la cocaine
et plus récemment I'alcool, qu’une faible proportion de rongeurs (environ 15%) choisi la
cocaine/l’alcool plutdt que la solution sucrée alternative (alcool : Augier et al., 2018; cocaine :
Vanhille et al., 2015). Augier et coll., démontrent en plus que ces 15% de rats préférant I'alcool
présentent d’autres comportements de types addictifs comme une motivation plus élevée
pour obtenir I'alcool (augmentation du point de rupture dans un RP) et le maintien de la
consommation en dépit de punitions (chocs électriques et ajout de quinine). Ces données sont
pertinentes avec la faible proportion de consommateurs humains évoluant vers des

comportements addictifs.
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e. Incubation/rechute

Méme apres une abstinence prolongée, les toxicomanes montrent une forte
propension a rechuter et I'augmentation du craving induit par des stimuli associés a la drogue,
appelée « incubation », pourrait jouer un réle fondamental dans ce processus (H. C. Becker,
2014; P. Li et al., 2015). Ces aspects déterminant de I'addiction sont couramment modélisés
chez les animaux (Marchant et al.,, 2019; Martin-Fardon & Weiss, 2012) a l'aide de deux

approches différentes :

(1) LUextinction-réinstauration (Katner, 1999). Dans le paradigme de [Iextinction-
réinstauration, les animaux subissent une série de séances d’extinction aprés une période
d’auto-administration de la drogue ; il en résulte une baisse progressive de la réponse. Apres
I’extinction, la réponse a la drogue est rétablie par un stimulus stressant, de faibles doses
d’amorcage de la drogue ou par la présentation d’indices associés initialement a la drogue
(Bossert et al., 2013; Lé et al., 1998). Les circuits neuronaux de réintégration ont été largement
cartographiés et comprennent des structures associées au systéme dopaminergique

mésocorticolimbique comme I'amygdale et le CPF (Keistler et al., 2017).

(2) L'abstinence-rechute (Vengeliene et al., 2014; Villarin Pildain et al., 2013). Dans les
procédures d’abstinence-rechute, les animaux sont soumis a une période d’abstinence forcée
aprés une période prolongée d’auto-administration de la drogue. Par la suite, ils sont a
nouveau exposés et testés a I'auto-administration. La rechute induite par I'abstinence dépend

potentiellement du striatum dorso-latéral.

58



Il est ainsi possible de modéliser et d’étudier différentes dimensions et étapes du
développement des TUALs, et plus de 50 ans de progrés dans la recherche sur 'auto-
administration d’alcool dans ces modeles ont permis la compréhension des bases
moléculaires et cellulaires des effets renforcants de I'alcool et I'identification de circuits
neuronaux impliqués dans la recherche d’alcool et dans la rechute (Everitt et al., 2018).
Cependant, il existe encore un écart important entre les recherches cliniques et précliniques,
qui contribue a I'’échec de la mise au point de nouveaux traitements efficaces. Notamment,
les facteurs de vulnérabilité aux TUALs qui sont de plus étudiés en clinique sont encore
relativement peu pris en compte dans les études précliniques, tout comme I’'hétérogénéité
interindividuelle dans le développement des comportements addictifs. Pourtant, leur prise en
compte pourrait permettre I'élaboration de modeéles précliniques spécifiques a différentes
formes de TUALs (étiologiquement sous-tendues par des combinaisons distinctes de facteurs),
et ainsi aider a identifier et a corriger d’avantages de mécanismes neuropharmacologiques et

moléculaires sous-tendant I'addiction a I’alcool.

Dans la partie lll ci-apres, est présentée la sous-unité a5 du récepteur cholinergique
nicotinique (a5-nAChR), fortement exprimée dans les voies mésocorticolimbique et habénulo-
interpédonculaire décrites en partie |, et dont les variations génétiques ont récemment été

identifiées comme facteur de risque aux TUALs.
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Partie Ill : Implication des récepteurs nicotiniques des voies
mésocorticolimbiques et habenulo-interpédonculaire dans la

vulnérabilité a I’alcoolo-dépendance

|- Récepteurs nicotinigues des voies mésocorticolimbique et habénulo-

interpédonculaire

1. Présentation générale des récepteurs cholinergiques nicotiniques (nAChRs)

a. Structure

Les récepteurs cholinergiques nicotiniques (nAChRs) illustrés en sont des
canaux ioniques pentamériques ligand-dépendants : c’est-a-dire qu’ils sont composés de 5
sous-unités, qui sont 5 protéines, organisées autour d’un pore central permettant les
échanges ioniques aprés activation par un ligand spécifique (Albuquerque et al., 2009; E.
Cooper et al., 1991; Morales-Perez et al., 2016), comme I'acétylcholine (ACh, agoniste

endogéne) ou la nicotine (agoniste exogene).

Dans le systeme nerveux mammifére et notamment humain, il existe 8 sous-unités alpha (a2,
a3, a4, a5, a6, a7, a9, al0) et 3 sous-unités beta (f2, B3, B4), chacune étant une protéine
codée par un géne spécifique. Une 9eéme sous-unité alpha, la sous-unité a8, a été identifiée
dans des espéces aviaires mais n’a jamais été trouvée chez les humains et les autres
mammiféres (Gotti et al., 2006; Millar & Gotti, 2009). Comme décrit en , CeS sous-
unités sont toutes composées d'une extrémité N-terminale extracellulaire, de 4 segments
transmembranaires (de M1 a M4), d'une boucle intracellulaire variable entre M3 et M4, et
d'une extrémité C-terminale extracellulaire (Corringer et al., 2000). C’'est la présence d’une
paire Cys-Cys pres du début du segment transmembranaire M1 qui détermine la classification
d’une sous-unité comme alpha ; celles qui ne possedent pas cette paire Cys-Cys sont classées
beta (Changeux & Edelstein, 1998; Corringer et al., 2012; Le Novere & Changeux, 1995). La
longue boucle cytoplasmique entre M3 et M4 est le domaine qui diverge le plus entre les 12
sous-unités nAChRs existantes. L'extrémité N-terminale extracellulaire contient le domaine de
liaison de I’ACh qui forme une poche hydrophobe localisée entre les sous-unités adjacentes

du récepteur assemblé. Le segment M2 des 5 sous-unités assemblées en un récepteur forme
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le pore conducteur du canal, et les régions dans la boucle intracellulaire M2 contribuent a la

sélectivité cationique et a la conductivité du canal (Corringer et al., 2000).
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Figure 12. Struture des nAChRs. (A) Topologie membranaire d’une sous-unité neuronale nAChR.
Chaque sous-unité nAChR contient quatre domaines transmembranaires (M1-M4), une terminaison
extracellulaire amino et carboxy, et une boucle intracellulaire M3-M4 proéminente de longueur
variable. (B) Cing sous-unités co-assemblées pour former un récepteur fonctionnel. (C) Les récepteurs
homomériques sont constitués uniquement de sous-unités a et ont généralement une faible affinité
pour les agonistes. A ce jour, seules les sous-unités a7, a9 et a10 des mammiféres (non représentées)
peuvent former des homomeéres fonctionnels. (D) La majorité des nAChRs a haute affinité sont
hétéromeres et consistent en une combinaison de sous-unités a et B. Les sites de liaison ACh sont
représentés sous forme de triangles rouges. Figure extraite de la revue (Hendrickson et al., 2013).

Abréviations: Ca®*, ion calcique; Na*, ion sodique.

Ces différentes sous-unités peuvent s’assembler en différentes combinaisons pentamériques
de nAChRs, soit de sous-unités a et B (structure hétéropentamérique), soit uniqguement de
sous-unités a7 ou a8 ou a9 (structure homopentamérique ; Gotti et al., 2006, 2009; McGehee
et al., 1995). Dans la nomenclature des nAChRs, un astérisque (exemple : a4B2*) indique que
d’autres sous-unités que celle(s) indiquée(s) peuvent étre présentes et peut ainsi étre lu dans
le cas de a4p2* comme « nAChRs contenant (entre autres) des sous-unités a4 et B2 ». Les
récepteurs hétéropentamériques n’ont a priori que deux sites de liaison situés entre des
paires voisines de sous-unités a et B (Gotti et al., 2006; Taly et al., 2009; Zoli et al., 2018), mais
des sites de liaison peu conventionnels ont récemment été signalés (J. Wang & Lindstrom,

2018). La combinaison et la stoechiométrie des sous-unités nAChRs déterminent ensuite la

61



cinétique des états conformationnels, la sélectivité de la perméabilité cationiques, les affinités
pharmacologiques et la localisation de chaque sous-type de nAChRs (Dani & Bertrand, 2007;
Gotti et al., 2009; M. Picciotto et al., 2008; Quick & Lester, 2002; J. Wang & Lindstrom, 2018;

Zoli et al., 2018), ce qui rend les nAChRs hétéropentamériques tres complexes.

b. Localisation

Les nAChRs sont présents dans le SNC mais aussi dans le systéme nerveux périphérique
(SNP), ainsi que dans les jonctions neuromusculaires squelettiques. Au niveau du SNC, les

nAChRs sont exprimés dans presque toutes les régions cérébrales ( ).
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Figure 13. Expression des sous-unités du nAChR dans le SNC. Ce schéma extrait de (Taly et al., 2009)
représente la distribution et I'assemblage des différentes sous-unités du nAChR dans un cerveau de

rat (vue sagittale, rostrale—>caudale).

Les hétéropentameres les plus abondants sont ceux contenant les sous-unités a4 et p2; ils
représentent plus de 90% des récepteurs nAChRs présents dans le cerveau des rongeurs
(Albuquerque et al., 2009). Cependant, la sous-unité B2 est moins omniprésente dans le
cerveau humain (Paterson & Nordberg, 2000). Les a4B2*nAChRs sont largement distribués
dans diverses régions cérébrales, y compris dans le systeme dopaminergique

mésocorticolimbique (Gotti et al., 2007, 2009; Perry et al., 2002; Zoli et al., 2002).
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Les homopentameres les plus fréquents sont ceux faits de sous-unités a7. lls sont aussi
densément exprimés dans le cerveau, et exprimés de maniere prédominante dans I'HPC, le

cortex et les régions limbigues sous-corticales (Gotti et al., 2007, 2009).

c. Fonction

Du point de vue mécanistique, les nAChRs existent sous trois états conformationnels
résumeés en : (1) fermés ou au repos ; (2) ouverts ou actifs ; et (3) désensibilisés. En
condition de repos, le canal du nAChR demeure fermé (état 1). En revanche, la fixation d’un
agoniste comme I’ACh sur le nAChR (en général via deux sites de fixation entre des sous-unités
a et B pour les hétéropentameres ou via cing sites pour les homopentameéres) provoque un
changement de conformation du récepteur qui engendre l'ouverture du canal durant
quelques millisecondes (état 2). Le canal alors ouvert, peut : soit se refermer et retourner a
un état de repos (état 1) ; soit, lorsque la stimulation est prolongée, passer par un état de
désensibilisation au cours duquel il ne réagit plus a I’ACh ou aux autres agonistes (état 3 ; Dani
& Bertrand, 2007). Les sous-types hétéropentamériques comme a4p2* ou a6Bf2*nAChRs se
désensibilisent lentement lorsqu’ils sont exposés a de faibles concentrations de nicotine,
tandis que les homopentamériques comme a7*nAChRs sont beaucoup moins sensibles a la
désensibilisation a une faible concentration de nicotine (Wooltorton et al., 2003). Lorsqu’ils
sont ouverts, les nAChRs permettent le passage des cations sodiques, calciques et potassiques
selon leurs gradients électrochimiques ('entrée de Na* et Ca?* et la sortie de K*), qui
entrainent ensuite I'activation de différentes cascades moléculaires impliquées notamment
dans la mémoire, I'addiction, le développement et le maintien cellulaire (Dajas-Bailador &

Wonnacott, 2004; Gotti et al., 2006).

Les nAChRs sont exprimés au niveau du soma, des dendrites et des axones neuronaux
(Livingstone & Wonnacott, 2009). lls sont présents au niveau post-synaptique ou ils peuvent
directement moduler I'excitabilité neuronale, mais aussi au niveau présynaptique ou ils
peuvent également faciliter la libération Ca?*-dépendante de neurotransmetteurs, soit
indirectement via la dépolarisation membranaire causée par l'influx de Na* (et I'activation
subséquente des canaux Ca?* voltage-dépendants), soit directement via I'influx de Ca?* a
travers le canal (Albuquerque et al., 2009; Henderson & Lester, 2015; McGehee et al., 1995;
Nashmi & Lester, 2007). Les nAChRs ont plus précisément été démontrés comme impliqués

dans la régulation de la libération d’ACh (Wilkie et al., 1993), de dopamine (S. Grady et al.,
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1992), de glutamate (Alkondon & Pereira, 1997), de GABA (Aracri et al., 2010) et de NE (Clarke
& Reuben, 1996).

En plus de leurs propriétés ionotropiques, les nAChRs sous-tendraient également la
signalisation des protéines G via leur boucle cytoplasmique, comme I'ont largement examiné
(Kabbani et al., 2013). La majorité des recherches a cet égard se sont concentrées sur les
a7*nAChRs et ont constatées que ceux-ci peuvent activer la signalisation métabotropique
médiée par Gaq via un groupe de liaison a la protéine G au niveau de la boucle M3-M4 de la
sous-unité a7 (King et al., 2015). Fait intéressant, les sous-unités a3, a5 et B2 semblent

également capables de lier les protéines Goa et GBy (Fischer et al., 2005).
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Figure 14. Représentation didactique des trois principaux états fonctionnels du nAChR. A I'état de
repos (en haut a gauche), les sites de liaison de I’ACh sont inoccupés et le canal fermé, empéchant le
passage des cations a travers la membrane plasmatique. A I’état ouvert ou activé (en haut a droite), le
canal est ouvert et constitue un pore membranaire permettant le passsage des cations. A I’état
désensibilisé (en bas), les sites de liaison de I’ACh sont (généralement) occupés, mais le pore est fermé
et non conducteur. Figure extraite de (Wittenberg et al., 2020). Abréviations: Ca®*, ion calcique; Na*, ion

sodique.
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2. Récepteurs nAChRs du systéme dopaminergique mésocorticolimbique

a. Anatomie de la transmission cholinergique dans I'ATV

L'ATV contient des projections cholinergiques afférentes originaires du noyau
tegmental pédonculopontin (PPTg pour « pedunculopontine tegmental nucleus ») et du
noyau tegmental latérodorsal (LDTg pour « laterodorsal tegmental nucleus» ; (Dautan et al.,
2016; Oakman et al.,, 1995; C. Zhang et al., 2018), représentées en . Ces fibres

cholinergiques innervent des subdivisions et des populations neuronales distinctes de I'ATV.

Les neurones cholinergiques du LDTg innervent préférentiellement les neurones
dopaminergiques de I’ATV projetant sur le NAc (Dautan et al., 2016). Et les axones de ces
derniers envoient également un grand nombre de collatérales sur des neurones non-
dopaminergiques (principalement GABAergiques) de I’ATV (Dautan et al., 2016). L’activation
des entrées du LDTg induit une forte excitation des neurones dopaminergiques projetant sur
le NAc et une inhibition sélective des neurones non dopaminergiques projetant sur le NAc
(Dautan et al., 2016). Les neurones cholinergiques du LTDg peuvent ainsi moduler la libération
de DA striatale en contrélant les modes de déclenchement des neurones DA qui projettent
vers le coeur du NAc, ainsi que les régions striatales médiales et le thalamus (Dautan et al.,

2016).

Les neurones cholinergiques du PPTg projettent sur toutes les sous-régions de I’ATV. Leurs
terminaisons innervent les neurones dopaminergiques méso-accumbaux et méso-corticaux.
La stimulation des entrées du PPTg augmente la décharge phasique des neurones
dopaminergiques et accentue ainsi la libération de DA dans le NAc, mais a I'inverse inhibe les
populations non dopaminergiques, principalement GABAergiques (Dautan et al., 2016;

Omelchenko & Sesack, 2006).

La modulation cholinergique sur les neurones dopaminergiques peut ainsi faciliter
directement ou indirectement la transition entre des motifs de décharge tonique et phasique
ou alors interrompre un motif de décharge phasique, et par conséquent affecter la libération
subséquente de DA et les comportements associés (Solecki et al., 2013). Celle-ci est sous
tendue par I'expression intra-ATV de nAChRs ( ). La distribution des nAChRs dans
I’ATV a été démontrée au niveau pré, post et extra-synaptique (Livingstone & Wonnacott,
2009). L'ATV est densément innervée par des entrées synaptiques contenant des nAChRs,

incluant les afférences cholinergiques et GABAergiques des noyaux PPTg et LDTg, mais aussi
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les afférences glutamatergiques du CPF (Champtiaux et al., 2003; Gotti et al.,, 2007;
Mansvelder et al., 2002). De plus, les nAChRs sont fortement exprimés dans les neurones
dopaminergiques et GABAergiques de I’ATV en plus des terminaisons dopaminergiques dans

le NAc, et leur profil d’expression varie selon le sous-type (Hendrickson et al., 2013).
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Figure 15. Innervation cholinergique de I’ATV. Représentation schématique du systéme cholinergique
central dans une vue sagittale de cerveau de rat. Les neurones cholinergiques du SNC sont fortement
limités au cerveau antérieur basal et au mésencéphale, tandis que les fibres cholinergiques innervent
presque toutes les régions du cerveau. Le cerveau antérieur basal comprend le septum médian, les
bras vertical et horizontal de la bande diagonale, le noyau basal de Meynert et la substantia
innominata, qui envoient des projections cholinergiques vers le télencéphale (en bleu). Le
mésencéphale comprend le LDTg, le PPTg et le noyau vestibulaire médian, et innerve presque toutes
les autres régions du cerveau (en vert). Les afférences cholinergiques de I’ATV proviennent du PPTg et
du LDTg (en rouge). Figure extraite de (C. Zhang et al., 2018). Abréviations: MS, septum médian; VDB, the
bras vertical de la bande diagonale ; HDB, bras horizontal de la bande diagonale ; BM, noyau basale de Meynert;
Sl, substantia innominata; LDTg, noyau tegmental latérodorsal; PPTg, noyau tegmental pédonculo-pontin; MVN,
noyau vestibulaire médian; VTA, aire tegmentale ventrale; OB, bulbe olfactif; Ha, habénula; BG, ganglions de la
base; LH, hypothalamus latéral; IPN, noyau interpédonculaire; PRN, noyau réticulé pontin; RM, noyau magnus du

raphé; MRN, noyau réticulé médullaire; CNN, noyaux des nerfs crdniens; LC, the locus coeruleus; DRN, noyau

dorsal du raphé.

Les sous-types contenant les sous-unités a4 et a6 sont tres fortement exprimés au niveau des
neurones dopaminergiques (région somatodendritique) et des terminaisons GABAergiques les

innervant (Champtiaux et al., 2003; Ngolab et al., 2015). La sous-unité a7 est aussi largement
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exprimée sur les neurones dopaminergiques, sur les terminaisons glutamatergiques et
certaines cellules gliales (Corradi & Bouzat, 2016; Maex et al., 2014). La sous-unité B2 est
exprimée dans les neurones dopaminergiques et les terminaisons glutamatergiques et
GABAergiques (Azam et al., 2007). Les sous-unités a2, a3, a5 et B3 sont aussi exprimées sur
les neurones dopaminergiques (Morel et al., 2014a). Les neurones dopaminergiques de I'ATV
expriment simultanément plusieurs sous-types de nAChRs avec néanmoins un sous-type
prédominant déterminant sa spécificité fonctionnelle (K. Yang et al., 2009). Les fibres
cholinergiques et les nAChRs peuvent ainsi sous-tendre de maniére flexible la modulation
cholinergique des afférences et des sorties dopaminergiques de I'ATV ( ), et les sorties

comportementales associées.
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Figure 16. Les récepteurs nAChRs contrélent la connectivité afférente et éfferente des neurones
dopaminergiques de 'ATV. Les neurones dopaminergiques (DA, en rouge) de l'aire tegmentale
ventrale (ici VTA), recoivent deux principaux types d’entrées excitatrices : tout d’abord des neurones
cholinergiques (ACh, en bleu) des noyaux tegmentaux latérodorsal (LDTg) et pédonculopontin (PPTg);
et deuxiéemement, des neurones glutamatergiques (Glu, en vert) de diverses sources, y compris du
cortex préfrontal (PFC) et du PPTg. Les neurones dopaminergiques recoivent également des entrées
inhibitrices GABAergiques (en jaune) et envoient des projections axonales au noyau accumbens (NAc),
ou ils recoivent des entrées d’interneurones cholinergiques intrinseques (ACh, en bleu). Abréviations:

ACh, acétylcholine; DA, dopamine; Glu, glutamate; LDTg, noyau tegmental latérodorsal; NAc, noyau accumbens;

PFC, cortex préfrontal; PPTg, noyau tegmental pédonculopontin; VTA, aire tegmentale ventrale.
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b. Modulation de I'activité des neurones dopaminergiques de

I’ATV par les nAChRs

L'ACh et les nAChRs modulent directement I'activité des neurones dopaminergiques
(revues : de Kloet et al., 2015; Xiao et al., 2020; C. Zhang et al., 2018). La présence d’ACh ou
d’agonistes des nAChRs entraine une dépolarisation et le déclenchement d’une fréquence de
décharge phasique dans les neurones dopaminergiques de I’ATV (Dautan et al., 2016; Morel
et al., 2014a). Et I'excitation médiée par les nAChRs persiste en présence de tétrodotoxine,
démontrant une importante composante postsynaptique (Calabresi et al., 1989). A 'inverse,
I'infusion intra-ATV d’un antagoniste des nAChRs (mécamylamine) entraine une atténuation

de la libération phasique de DA dans le NAc (Solecki et al., 2013).

La modulation cholinergique de la libération de DA par I'ATV est dépendante du sous-type de
nAChRs. Les sous-types contenant a4f2, a3f2 ou a6 modulent directement la fréquence de
décharge des neurones dopaminergiques (M. R. Picciotto et al., 2012; M. R. Picciotto & Kenny,
2013; Salminen et al., 2004; Wonnacott et al., 2000), et I'activation des a7*nAChRs augmente
la transmission glutamatergique promouvant la libération de DA (Berry et al., 2019; Maex et
al., 2014; M. R. Picciotto et al.,, 2012). Les a4B2*nAChRs présents sur les boutons
GABAergiques modulent la libération de GABA qui affecte ensuite I'efflux de dopamine, et
les a3B4*nAChRs sur les terminaisons cholinergiques régulent la libération d’ACh qui
module ensuite la transmission dopaminergique (M. R. Picciotto et al., 2012). La sous-unité a5
apparait comme essentielle a I'assemblage de la sous-unité a4 et sa fonction dans I'ATV

(Chatterjee et al., 2013).

c. Roles des nAChRs dans les effets renforcants de la nicotine

En modulant directement ou indirectement I'activité des neurones dopaminergiques
mésocorticolimbiques, les nAChRs de I’ATV jouent ainsi un role essentiel dans les effets
récompensants et renfogants de leur agoniste exogéne : la nicotine. La nicotine affecte le
systeme cérébral de la récompense en se fixant sur les nAChRs exprimés sur les neurones
dopaminergiques de I’ATV et en augmentant la libération subséquente de DA dans les aires
cibles telles que le NAc ; événement clef dans la transmission du signal récompensant et dans
I'initiation du renforcement. Comme résumé dans les revues (L. Wills & Kenny, 2021;
Wittenberg et al., 2020), la nicotine augmente la libération intra-NAc de DA via une action

combinée sur différents nAChRs de I'ATV : (1) en activant directement les neurones
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dopaminergiques via les a4/a6B2*nAChRs présents a leurs surfaces (Dani & Bertrand, 2007;
Mao et al., 2011; Maskos et al., 2005; Pons et al., 2008; Tapper et al., 2004); (2) en diminuant
I'inhibition des neurones dopaminergiques via la désensibilisation des a4B2*nAChRs sur les
neurones inhibiteurs GABAergiques (Grieder et al., 2019; Mansvelder et al., 2002); (3) en
augmentant indirectement la stimulation des neurones dopaminergiques via I’activation des
a7*nAChRs présynaptiques sur les terminaisons glutamatergiques (Mansvelder et al., 2002;

Pidoplichko, 2004).

Il a par exemple été établis que les ad/a6B2*nAChRs sont suffisants pour sous-tendre |'auto-

administration de nicotine chez la souris (Maskos et al., 2005; Pons et al., 2008).

3. Récepteurs nAChRs de la voie cholinergique habénulo-interpédonculaire

a. Role dans les effets négatifs et aversifs du sevrage nicotinique

Alors que les effets motivationnels positifs de la nicotine sont principalement sous-
tendus par l'activation de la voie dopaminergique mésolimbique, les effets motivationnels
négatifs du sevrage de la nicotine semblent médiés par la voie MHb-IPN (McLaughlin et al.,
2017; Pang et al., 2016; Wittenberg et al., 2020). Cette derniére exprime densément presque
tous les sous-types neuronaux de nAChRs (S. R. Grady et al., 2009; Marks et al., 1992). Chez
des souris exposées de maniere chronique a la nicotine, I'injection de mécamylamine dans la
MHb ou I'IPN est suffisante pour précipiter les symptomes de sevrage nicotinique (Damaj et
al., 2003; De Biasi & Salas, 2008; Malin & Goyarzu, 2009; Matos-Ocasio et al., 2021a; Salas,
2004; Salas et al., 2009). Et les souris dépourvues des sous-unités a2, a5 et f4-nAChR (les plus
densément exprimées dans la voie MHb-IPN) présentent des réponses de sevrage réduites
(Salas, 2004; Salas et al., 2009). D’autres études ont par la suite démontré que la signalisation
habénulaire cholinergique est nécessaire pour le sevrage de la nicotine (Frahm et al., 2015),
qgue l'activation optogénétique des neurones GABAergiques de I'IPN est suffisante pour
provoquer des symptomes de sevrage (Zhao-Shea et al., 2013), et que I'augmentation de
I'activité des nAChRs dans la MHb sous-tend les symptémes anxieux du sevrage de la nicotine
(Pang et al., 2016; Zhao-Shea et al., 2015). Il semble méme que différentes sous-régions de la
MHb et de I'IPN soient impliquées dans différents aspects du syndrome de sevrage de la

nicotine (Matos-Ocasio et al., 2021a; Shih et al., 2014).
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b. Roéle dans les propriétés aversives de la nicotine

Outre les effets aversifs du sevrage nicotinique, les récepteurs nAChRs de la MHb semblent
intervenir dans le contréle de I'auto-administration de nicotine. Les souris transgéniques
surexprimant B4*nAChRs (« Tabac ») montrent une sensibilité accrue aux propriétés aversives
de la nicotine et, par conséquent, une diminution du comportement de consommation de
nicotine et une forte aversion de place conditionnée pour de faibles doses de nicotine (Frahm
et al.,, 2011). A l'inverse, nous avons récemment démontré que |'absence de B4*nAChRs
fonctionnels entraine une augmentation de I'auto-administration de nicotine a forte dose et
que la réexpression de B4*nAChRs spécifiquement dans la voie MHb-IPN est suffisante pour

corriger ce déficit (Husson et al., 2020).

[I- Récepteurs nicotiniques et effets de I’alcool

1. Les nAChRs : une cible commune a I’alcool et a la nicotine

a. Comorbidité entre les addictions a I'alcool et a la nicotine

L’alcool et la nicotine font partis des drogues les plus consommées dans le monde et
les plus communément co-abusées. Approximativement, 80 a 90% des alcoolo-dépendants
fument des cigarettes (Falk, 2006; T.-K. Li et al., 2007) et approximativement 60% des fumeurs
consomment des quantités considérables d’alcool (Batel et al., 1995; DiFranza & Guerrera,
1990; York & Hirsch, 1995). L'alcoolisme a été estimé 10 a 14 fois plus fréquent chez les
fumeurs que chez les non-fumeurs (DiFranza & Guerrera, 1990; York & Hirsch, 1995). Un début
précoce de tabagisme chez les adolescents prédit aussi le développement de problemes liés a
I’alcool dans la vie adulte (Grant, 1998; Riala et al., 2004). La quantité d’alcool consommée et
le degré de dépendance a I'alcool sont positivement corrélés avec la quantité fumée de tabac
(Barrett et al.,, 2006; Room, 2004). A l'inverse, arréter de fumer réduit la consommation
d’alcool (McKee & Weinberger, 2013; Mitchell et al., 2012). Les études épidémiologiques
récentes suggerent que jusqu’a 92% des personnes souffrant de troubles liégs a la
consommation de nicotine répondent également aux criteres des troubles liés a la

consommation d’alcool (Van Skike et al., 2016).

Les données animales montrent également que I'administration chronique de nicotine

augmente |’auto-administration d’alcool (Clark et al., 2001; Lé et al., 1998). La co exposition a
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I'alcool et a la nicotine chez le rat augmente I'escalade de la consommation d’alcool par
rapport a une exposition a l'alcool seul (Ledo et al., 2015). Elle augmente également la
consommation compulsive d’alcool, et ces effets sont bloqués par la mécamylamine (Ledo et

al., 2015).

b. Interactions entre nAChRs et alcool

La nicotine se lie avec une forte affinité aux nAChRs et provoque un changement
conformationnel dans le récepteur qui induit un état ouvert ou « actif », permettant le flux de
cations selon leurs gradients électrochimiques a travers le canal (Changeux & Edelstein, 1998).
L’alcool module également I'activité des nAChRs, non pas en tant qu’agoniste direct, mais
plutot en tant que modulateur allostérique (Abdel-Magid, 2015), stabilisant probablement
des conformations de canaux spécifiques (Forman & Zhou, 1999; Hendrickson et al., 2013; Zuo
et al., 2004). Comme pour la nicotine, les effets de I’alcool sur les nAChRs dépendent de la
composition en sous-unités du récepteur et de la dose d’alcool testée. Par exemple, I'alcool a
faible dose agit comme un modulateur allostérique positif des récepteurs a6*nAChRs, mais
pas des a3B4*, ad4B2* ou a7*nAChRs (Gao et al., 2019). Une méme concentration d’alcool

potentialise les récepteurs a4B2*nAChRs, mais inhibe les a3f2*nAChRs (Zuo et al., 2002).

La désensibilisation rapide des nAChRs se produit en présence de nicotine et ce processus
jouerait un réle important dans la modulation des niveaux de DA dans le systéme
mésolimbique. Une accumulation de données suggérent que I'alcool modifie I'équilibre entre
I’activation et la désensibilisation des nAChRs causé par la nicotine, ce qui pourrait induire des
adaptations contribuant a la forte incidence de leur co-utilisation. Aussi, I'administration
systémique d’alcool et de nicotine semble avoir un effet additif sur la libération de DA dans le
NAc (Tizabi et al., 2007). L'infusion intra-ATV de nicotine combinée a de I'alcool systémique
potentialise la libération accumbale de DA. Une étude plus récente suggere que I'effet additif
de l'alcool et de la nicotine sur les niveaux de DA implique des nAChRs contenant les sous-

unités B2 et B4 (Tolu et al., 2017).

c. Impact des nAChRs sur la consommation d’alcool

Aujourd’hui il est largement reconnu que les nAChRs du systéme dopaminergique
mésocorticolimbique sont impliqués dans la régulation du comportement de consommation
d’alcool (Feduccia et al., 2012; G. F. Koob & Volkow, 2010, 2016; Miller & Kamens, 2020;
Rahman et al., 2015, 2016; Volkow et al., 2019; Volkow & Baler, 2014; Wise & Koob, 2014).
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Leur implication a été démontrée a |'aide d’antagonistes dans différents modeles. Apres une
consommation volontaire d’alcool, la concentration extracellulaire d’ACh dans I'ATV, puis la
concentration extracellulaire de DA dans le NAc, sont augmentées chez le rat (Larsson et al.,
2002). Le blocage des nAChRs de I’ATV (mais pas du NAc) par la mécamylamine, a pour effet
de réduire la consommation d’alcool et de bloquer I'activation des neurones dopaminergiques
ainsi que la libération de DA induite par I'alcool dans le NAc. Chez la souris, un traitement
systémique a la mécamylamine réduit I'auto-administration volontaire d’alcool dans les
paradigmes de 2BC (Farook et al., 2009), de DID (Hendrickson et al., 2009) et de PPC (Bhutada
etal., 2012). La mécamylamine semble bloquer I’activation des neurones dopaminergiques de
I’ATV (Hendrickson et al., 2009; L. Liu et al., 2013). Aussi, les personnes recevant de la
mécamylamine expérimentent, d’aprés leurs témoignages, une réduction des effets plaisants
des boissons alcoolisées (Chi & de Wit, 2003). La varénicline, agoniste partiel des
a4B2*nAChRs (mais aussi des a3/a6B2*, a7*, a3B4*nAChRs) utilisée comme thérapie
pharmacologique pour la cessation tabagique, réduit également la consommation d’alcool
chez les gros fumeurs. Chez les rats, la varénicline supprime I'auto-administration d’alcool
induite par la nicotine (Bito-Onon et al., 2011). De facon similaire, la cytisine dont est dérivée
la varénicline, réduit la consommation excessive d’alcool et sa préférence chez le rat et la
souris (Bell et al., 2009; Hendrickson et al., 2009; Sajja & Rahman, 2011) et réduit également
la préférence et I'escalade de la consommation d’alcool induites par une exposition chronique

a la nicotine (Sajja & Rahman, 2012).

d. Impact des nAChRs sur le sevrage alcoolique

Toujours chez le rongeur, un prétraitement a la varénicline ou a la cytisine réduit le
comportement de rechute a I'alcool aprés plusieurs cycles d’abstinences forcées (Sajja &
Rahman, 2013) et atténue la rechute alcoolique induite par un indice (Wouda et al., 2011).
Une autre étude indique plus précisément que les nAChRs du circuit MHb-IPN sont impliqués
dans le sevrage alcoolique. A la suite d’un traitement chronique a I'alcool, le blocage des
nAChRs de la MHb ou de I'lPN par l'injection locale de mécamylamine induit des symptémes
de sevrage chez la souris (Perez et al., 2015). Cette étude a également révélé que la durée et
la gravité du sevrage étaient significativement augmentées aprés la co exposition a I'alcool et

ala nicotine par rapport a I’exposition individuelle a I'alcool ou a la nicotine (Perez et al., 2015).
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2. Implications de génes codant les nAChRs dans les addictions a I’alcool et a la

nicotine

a. Polymorphismes d’un seul nucléotide du géne CHRNAS

Le gene CHRNAS codant pour la sous-unité a5-nAChR fait partie du cluster de génes
CHRNA3-CHRNA5-CHRNB4 (codant également pour les sous-unités a3 et 4 ; ) surla
région q25 du chromosome 15 notée 1525 (Boulter et al., 1990). Des polymorphismes dans
ce cluster de génes, et dans le gene CHRNA?S spécifiquement, ont été associés a la vulnérabilité
aux addictions a l'alcool et a la nicotine (Olfson et al., 2016; J. C. Wang et al., 2009) et a une

initiation précoce de la consommation d’alcool et de nicotine (I. Schlaepfer et al., 2008).

b. Le a5-SNP D398N rs16969968 du gene CHRNAS

Parmi les polymorphismes du gene CHRNAS étudiés dans la vulnérabilité a I’addiction,
le a5-SNP D398N aussi appelé rs16969968 ( ), est actuellement le plus documenté.
Des études d’associations pangénomiques ont mis en évidence son association avec le
développement d’un tabagisme lourd (Berrettini et al., 2008; Saccone et al., 2007) et la
survenue précoce du comportement tabagique (Weiss et al., 2008). En revanche, les
différentes études examinant I'influence du a5-SNP sur les TUALs présentent des conclusion
divergentes (Brynildsen & Blendy, 2021; Chen et al., 2009; Choquet et al., 2013; Joslyn et al.,
2008; J. C. Wang et al., 2009). Au moins une étude a identifié une association entre le a5-SNP
et des symptomes du TUAL (Chen et al., 2009), tandis que d’autres n’ont trouvé aucune
association (23andMe Research Team et al., 2019; Hallfors et al., 2013; Sherva et al., 2010; J.
C. Wang et al.,, 2009). De plus, I'une des plus grandes études pangénomiques sur les
comportements de consommation de nicotine et d’alcool a rapporté une association entre le
a5-SNP et le tabagisme (cigarettes par jour), mais pas avec la consommation d’alcool

(mesurée en boissons par semaine) (23andMe Research Team et al., 2019).

Le a5-SNP rs16969968 est le polymorphisme d'un seul nucléotide (SNP) dans le géne
CHRNAD5, qui est une mutation faux-sens (non synonyme = qui modifie la séquence protéique)
entrainant la substitution de I'aspartate (D) par une asparagine (N) au 398eéme acide aminé
(D398N) de la protéine a5 résultante (a5P3%8N). La présence d’une seule copie allélique du
variant D398N augmente le risque de trouble de I'usage du tabac d'environ 30% et fait plus
que doubler le risque chez les individus portant les deux alléles a risque (Berrettini et al., 2008;

Bierut et al., 2008; Kuryatov et al.,, 2011; J. C. Wang et al., 2009; Ware et al., 2012). Les
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individus non porteurs de I’allele a risque ont tendance a réduire le volume de fumée inhalée
par bouffée quand la concentration en nicotine contenue dans la cigarette est augmentée ;
mais les porteurs du variant a risque D398N ne le font pas (MacQueen et al.,, 2014). Ces
derniers fument une cigarette de plus et présentent une augmentation moyenne de
138nmol/L dans les niveaux de nicotine pour chaque copie de I'allele mineur D398N qu’ils

portent (Munafo et al., 2012).

La particularité de ce a5-SNP D398N est sa fréquence particulierement élevée, estimée a 28%
dans la population mondiale et a 35% dans les populations occidentales (Bierut et al., 2008).
Il n’a alinverse pas ou que tres peu été détecté dans les populations africaines, d’Asie de I'est
ou américaines natives (Bierut et al., 2008). Et de facon intéressante, les afro-américains ont

une plus faible prévalence a I’addiction a la nicotine que les américains européens (Breslau et

al., 2001).
(A) (B) K" @ Nicotine
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5 33’ 53" 5’
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Trends in Neurosciences
Figure 17. Cluster contenant le géne CHRNA5S codant pour la sous-unité a5-nAChR. (A) lllustration
simplifiée du cluster humain de génes CHRNA5-CHRNA3-CHRNB4 codant pour les sous-unités a5, a3
et B4 du nAChR. Le a5-SNP D398N (ou mutation rs16969968) est indiqué en rouge sur le géne CHRNAS.

(B) Récepteur hétérompentamérique a5a3B4*nAChR. Abréviations: K*, ion potassique; Na*, ion sodique;

Ca?*, ion calcique.

3. Récepteurs a5*nAChRs et comportements associés la consommation d’alcool

a. Localisation de la sous-unité a5

La sous-unité a5 fait partie des sous-unités les moins exprimées au niveau du SNC et
sa plus forte expression est retrouvée dans la voie MHb-IPN. Elle est majoritairement
exprimée dans les neurones GABAergiques de I'lIPN, et principalement au niveau de son sous-
noyau I'IPR ( ) dans lequel plus de 95% des neurones GABAergiques expriment la

sous-unité a5 (Hsu et al., 2013; Morton et al., 2018). Aucune autre région du SNC n’a une
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densité aussi élevée de nAChRs que la voie MHb-IPN, et aucune autre région n’exprime autant
de récepteurs a5*nAChRs que I'IPN. Par exemple, I'IPN d’un rat adolescent ou adulte contient
~350 fmol de protéine a5 par mg de protéine totale (Forget et al., 2018; S. R. Grady et al.,
2009), et méme si la quantité rapportée de récepteurs contenant a5 differe d’'une étude a
I’autre, allant de 23 fmol/mg de protéine (Forget et al., 2018) a 200 fmol/mg de protéine (S.
R. Grady et al., 2009), les comparaisons directes entre diverses régions cérébrales confirment
que I'IPN de rats et de souris est particulierement enrichi en a5*nAChRs (Beiranvand et al.,
2014; Forget et al., 2018; Xanthos et al., 2015). Dans I'IPN, a5-nAChR est associée de maniere
prédominante avec les sous-unités a4B2 (Beiranvand et al., 2014; S. R. Grady et al., 2009;
Morton et al., 2018) alors que dans la MHb elle est associée avec les sous-unités a3p4 (Scholze

& Huck, 2020).

Les a5*nAChRs sont aussi fortement exprimés dans I’ATV ( ), @ 80% dans les
neurones dopaminergiques et seulement 20% dans les neurones GABAergiques de I'ATV
(Chatterjee et al., 2013; Klink et al., 2001), et plus densément dans la partie postérieure de
I’ATV (Zhao-Shea et al., 2011b). Dans les neurones dopaminergiques de I’ATV, la sous-unité

a5-nAChR est généralement associée aux sous-unités a4 et B2 (Champtiaux et al., 2003).

Mais la sous-unité a5-nAChR est également présente en quantité moindre dans les
interneurones GABAergiques des couches superficielles (I/111) et profondes (VI) du CPF (ou elle
est associée avec entre 11-16% des nAChRs (Bailey et al., 2010; Koukouli et al., 2017; Wada &
McKinnon, 1990; Winzer-Serhan & Leslie, 2005), différents types neuronaux de I’"HPC incluant
les interneurones GABA et les cellules pyramidales (associée a 37% des nAChRs ; (Hsu et al.,
2013; Mao et al., 2007), dans le striatum (associée a 24% des nAChRs ; (Leggio et al., 2010;
Mao et al., 2007; Zoli et al., 2002) le tubercule olfactif, I'hypothalamus, le thalamus et le

colliculus inférieur (Brown et al., 2007; Forget et al., 2018; Xanthos et al., 2015).

La sous-unité a5-nAChR est aussi exprimée au niveau du SNP, notamment au niveau des
ganglions autonomes ou elle est co-assemblée avec les sous-unités a3 et B4. Elle se trouve
aussi dans un grand nombre de cellules non neurales comme les cellules bronchiales et
épithéliales, et les cellules des glandes surrénales (humaines et murines: Hone et al., 2015;
Wau et al., 2010) impliquées dans la sécrétion de cortisol ou corticostérone qualifié(e) comme

I« hormone du stress ».
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Figure 18. Expression de la sous-unité a5-nAChR dans les neurones GABAergiques de I'IPN et
dopaminergiques de I’ATV. (A-B) Sections coronales de cerveau de souris (-3.5 mm du bregma)
montrant la co localisation (fluorescence jaune) de la sous-unité a5 (fluorescence verte) avec les
neurones GABAergiques (fluorescence rouge) de I'IPN. Photographies extraites de (Hsu et al., 2013;
Morton et al., 2018). (J1-J3) Sections coronales de cerveau de souris (-3.0 mm du bregma) montrant
la co localisation (fluorescence jaune) de la sous-unité a5 (fluorescence verte) avec les neurones
dopaminergiques (fluorescence rouge) de I’ATV. Figure extraite de (Morton et al., 2018). Abréviations:
Gadl, glutamate décarboxylase 1; IPC, noyau central de I'IPN; IPDL, noyau dorsolatéral de I'IPN; IPI, noyau
intermédiaire de I'IPN; IPL, noyau latéral de I'IPN; IPN, noyau interpédonculaire; IPR, noyau rostral de I'IPN; SNc,

susbtance noire pars compacta ; SNr, susbtance noire pars reticulata, TH, tyrosine hydroxylase; VTA, aire

tegmentale ventrale.

b. Structure et fonction de la sous-unité a5

La sous-unité a5 est qualifiée d’« accessoire » car elle ne peut pas former de
récepteurs fonctionnels sans se joindre avec les autres sous-unités a et B essentielles des
nAChRs (Ramirez-Latorre et al., 1996; Taly et al., 2009), et ne contribue pas a la formation des
sites de liaison de I'ACh. Ainsi a5-nAChR forme des pentaméres avec des sous-unités a4f2,
a3B4, ou a3B2, et ensembles ceux-ci constituent 10 a 37% de tous les nAChRs (Baddick &
Marks, 2011; Kuryatov et al., 2008). Néanmoins, cette sous-unité accessoire contribue a des
sites de liaison allostériques potentiels et a des propriétés distinctes conférées par la grande
boucle cytoplasmique entre les troisieme et quatriéeme domaines transmembranaires (c’est-
a-dire la boucle M3-M4). Une accumulation de données issues d’études a la fois in vitro et in

vivo et rassemblées dans la revue de (Scholze & Huck, 2020), démontre que I'incorporation de

76



la sous-unité a5 dans un récepteur de type a4B2a5*nAChR améliore sa sensibilité et son
efficacité, mais a en revanche des effets mineurs sur les propriétés du récepteur

a3B4a5*nAChR ( ).

La présence de a5 dans un a4pf2a5*nAChR augmente en effet |la perméabilité au Ca2+, décale
la courbe dose-réponse des courants induits par un agoniste nicotinique (ACh ou nicotine)
vers la gauche, augmente I'amplitude des courants induits et protége partiellement contre
la désensibilisation (Forget et al., 2018; Jackson et al., 2010; X. Jin et al., 2014; Koukouli et al.,
2017; Kuryatov et al., 2008; Morel et al., 2014a; Sciaccaluga et al., 2015; Tapia et al., 2007). La
sous-unité a5 incorporée dans les a4B2a5*nAChRs améliore plus précisément les courants
induits par la nicotine dans les neurones dopaminergiques de I’ATV (Chatterjee et al., 2013)
et GABAergiques de I'IPR (Morton et al., 2018), mais pas dans les neurones de la MHbV, et
améliore également les courants induits par I’ACh dans les neurones pyramidaux de la couche

corticale VI (Bailey et al., 2010).

En comparaison avec la présence d’une sous-unité a5-nAChR sauvage, I'incorporation d’une
sous-unité a5P3%N.nAChR (porteuse de la mutation rs16969968) dans un
a4B2a5P398N*nAChR, diminue la réponse induite par un agoniste nicotinique et donc la
capacité des nAChRs contenant a5°3%N 3 transmettre de maniére optimale la signalisation
cholinergique. Elle diminue la perméabilité au Ca?* et augmente la désensibilisation induite
par I’ACh sans affecter le niveau d’expression du récepteur (Baddick & Marks, 2011; Bierut et
al., 2008; Brown et al., 2007; Kuryatov et al., 2011; Oni et al., 2016; Prevost et al., 2021; Salas
et al., 2003). Néanmoins, dans I’ATV, le CPF et I'IPN, des données suggerent que la sous-unité
a5P398N peut remplacer fonctionnellement, de maniére partielle seulement, la sous-unité a5

sauvage (Forget et al., 2018; Koukouli et al., 2017; Morel et al., 2014a; Sciaccaluga et al., 2015).
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Figure 19. Propriétés conférées par la sous-unité a5 au sein du nAChR. Ce graphique extrait de
(Scholze & Huck, 2020) résume les principaux effets de la sous-unité a5 sur diverses propriétés du
récepteur a4p2* ou a3B4*nAChR. Les fleches rouges indiquent le sens des modifications apportées
par la présence de la sous-unité a5-nAChR. Gauche :
a4B2*nAChRs augmente l'efficacité du ligand (en haut), augmente la perméabilité au Ca®" et la
libération du neurotransmetteur (au milieu) et diminue la désensibilisation des récepteurs (en bas).
Droite : en revanche, I'ajout de la sous-unité a5 aux récepteurs a3pf4*nAChRs n’a aucun effet sur
I'efficacité (en haut), augmente la perméabilité au Ca®* tout en diminuant la libération intracellulaire
de Ca® et extracellulaire de neurotransmetteurs (au milieu), et n’a pas d’effet significatif sur la

désensibilisation des récepteurs (en bas). Abréviations: ACh, acétylcholine; Ca?*, ion calcique; DA, dopamine;

NE, noradrénaline; Nic, nicotine.

I'ajout de la sous-unité a5 aux récepteurs
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Concernant les a3B4a5*nAChRs en revanche, la présence de a5-nAChR n’améliore pas, voir
diminue l'efficacité de la réponse induite par un agoniste nicotinique (David et al., 2010;
Frahm et al., 2011; Fucile et al., 1997; Groot-Kormelink et al., s. d.; Nelson et al,, s. d.; C. Ray
et al., 2017; Stokes & Papke, 2012). Sa présence augmente la perméabilité au Ca?* et de fagon
mineur le niveau de désensibilisation (Ciuraszkiewicz et al., 2013; Fischer et al., 2005;
Gerzanich et al., 1998; Groot-Kormelink et al., s. d.; Simeone et al., 2019) mais semble
diminuer la concentration intracellulaire de Ca?* induite par un agoniste nicotinique sans

affecter de maniére significative le niveau d’expression du récepteur (Tammimaki et al., 2012).

Les propriétés fonctionnelles des récepteurs a3B4a5P398N*nAChRs sont similaires a celles des
a4B2a5*nAChRs en terme de sensibilité et d’efficacité (George et al., 2012; Kuryatov et al.,
2011; Stokes & Papke, 2012). Néanmoins, la présence de la sous-unité mutée a5P3%N dans les
a3B4a5P398N*nAChRs semble modifier les effets d’inhibiteurs spécifiques de kinases (C. Ray et

al., 2017).

c. L'auto-administration de nicotine

Les études menées sur les souris transgéniques a5 knock-out (a5K0) indiquent que
I'absence de la sous-unité a5 entraine une préférence de place conditionnée pour des
concentrations élevées de nicotine qui ne sont pas récompensantes pour des souris WT
(Jackson et al., 2010) et augmente I'auto-administration de solutions fortement concentrées
en nicotine (Fowler et al., 2011). De maniere intéressante, ce phénotype peut étre corrigé
chez les souris a5KO par la réexpression virale de la sous-unité a5-nAChR dans la voie
habénulo-interpédonculaire (Fowler et al., 2011). Conformément aux conclusions de (Fowler
et al., 2011), une étude distincte a révélé que I'absence de la sous-unité a5-nAChR augmente
non seulement I'auto-administration de solutions de nicotine fortement concentrées, mais
augmente également la concentration optimale nécessaire au développement d’une escalade
de la consommation de nicotine (Morel et al., 2014a). Des concentrations plus élevées de
nicotine sont également nécessaires pour activer les neurones dopaminergiques de I'ATV. A
nouveau, le phénotype altéré d’auto-administration de nicotine peut étre corrigé par la
réexpression virale de la sous-unité a5-nAChR dans les neurones dopaminergiques de I'ATV

(Morel et al., 2014a).
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L'absence de la sous-unité a5 semble aussi diminuer les signes somatiques du sevrage
nicotinique et I'hyperalgésie associée, sans affecter le niveau d’anxiété (Jackson et al., 2010;

Salas et al., 2009).

Similairement au rongeurs dépourvus de la sous-unité a5, les rats porteurs du a5-SNP et donc
de récepteurs mutés a5°3%8N*nAChRs, consomment significativement plus de nicotine que les
rats WT lorsque les solutions les plus concentrées sont proposées et présentent également un
« point de rupture » supérieur pour la solution la plus fortement concentrée en nicotine,
révélant une plus grande motivation pour la prise de nicotine (Forget et al., 2018). Ces derniers
présentent également une plus forte réinstauration du comportement de recherche de
nicotine aprées extinction, en réponse a la nicotine seule ou a la nicotine et au stimulus associé
(Forget et al.,, 2018). Cette plus forte réinstauration induite par la nicotine chez les rats
porteurs de a5P38N*nAChRs est associée a une plus forte activité neuronale dans

I’hypothalamus latéral et a une plus faible activité neuronale dans I'IPN (Forget et al., 2018).

Ables et al., 2017 ont identifié deux sous-populations de neurones GABAergiques de I'IPN
exprimant la sous-unité a5-nAChR : les neurones a5-Amigol et a5-Epyc (Ables et al., 2017).
Ces neurones sont caractérisés par I'expression de somatostatine (SST) et d’oxyde nitrique
synthase (NOS1), beaucoup plus dense dans les a5-Amigol que dans les a5-Epyc. Ces deux
populations ont une distribution complémentaire ( ), et recoivent toutes deux leurs
principales afférences de la MHb mais I'une projette localement (a5-Epyc) tandis que l'autre
(a5-Amigol) envoie de longues projections en direction du raphé, du LDTg et de la MHb
( ). Ces chercheurs ont démontré que l'inhibition spécifique des neurones a5-
Amigol, mais pas celle des neurones a5-Epyc, supprime la préférence de place pour la
nicotine. L'ensemble de leurs données suggére qu’en réponse a une exposition chronique a la
nicotine, les neurones a5-Amigol de I'IPN libérent SST et NOS1 dans la MHb (exprimant les
récepteurs correspondant) afin de fournir un rétrocontréle inhibiteur du circuit MHb-IPN et

d’augmenter les propriétés motivationnelles de la nicotine.

Il estimportant de souligner que toutes les données comportementales présentées dans cette

partie ont été obtenues a partir de rats et souris males, aucune femelle n’a été testée.
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Figure 20. a5-Amigol et a5-Epyc: deux sous-populations de neurones GABAergiques de I'IPN
exprimant la sous-unité a5-nAChR. (A) Sections coronales de cerveaux de souris montrant la
localisation des neurones a5-Amigol et a5-Epyc dans les différents sous-noyaux de I'IPN. Les cellules
a5-Amigol et a5-Epyc sont présentes dans le sous-noyau rostral (IPR), mais les a5-Amigol sont
largement exclus des sous-noyaux intermédiaires (IPI), ou les cellules a5-Epyc sont densément
distribuées (Barre d’échelle : 100 um). (B) Section sagittale montrant le tracage antérograde des
projections des neurones a5-Amigol (rouge) de I'lPN vers les structures caudales par rapport aux
projections majoritairement locales des neurones a5-Epyc (vert) (Barre d’échelle : 200 um). (C)
Représentation schématique des projections des a5-Amigol (rouge) et des a5-Epyc (vert). Figure
extraite de (Ables et al., 2017). Abréviations: DR, noyau dorsal du raphé; DTg, noyau tegmental dorsal;
IF, noyau interfasiculaire; IPC, noyau central de [I'IPN; IPIl, noyau intermédiaire de [I'IPN; IPN, noyau
interpédonculaire; IPR, noyau rostral de I'IPN; LDTg, noyau tegmental latéro-dorsal; MHb, habénula médiane;

mlf, fasiculus longitudinal médian; PDtg, noyau tegmental postéro-dorsal; PMnR, noyau paramédian du raphé;

RLi, noyau linéaire rostral du raphé; scp, pédoncule cérébelleux supérieur; Th, thalamus.

d. L'auto-administration d’alcool

Les études menées sur les souris transgéniques a5K0 indiquent que I'absence de la
sous-unité a5-nAChR potentialise I'ataxie, I’"hypothermie, la sédation et I'anxiolyse induites
par I'alcool sans affecter le métabolisme de I'alcool (A. Dawson et al., 2018; Santos et al.,
2013). Concernant le comportement d’auto-administration d’alcool, les données obtenues a
partir de souris a5KO indiquent que la délétion de la sous-unité a5-nAChR n’affecte pas la
consommation de solutions d’alcool aux concentrations comprises entre 5 et 30% dans le DID
(A. Dawson et al., 2018; Santos et al., 2013), mais réduit la PPC pour l'alcool et diminue
également la consommation d’alcool dans le DID aprés un stress contention (A. Dawson et al.,

2018; Santos et al., 2013). Ces données vont plutét a I’encontre de précédentes révélant une
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réduction de 'auto-administration d’alcool a 3-20% dans le 2BC chez des souris surexprimant
les récepteurs a5*nAChRs (sans changement concernant les effets aigus de I’alcool ou de son
sevrage; Gallego et al., 2012); et des nouvelles révélant une augmentation de I'auto-
administration d’alcool a 20% dans le 2BC chez des rats porteurs de récepteurs mutés
a5P38N*nAChRs (Besson et al.,, 2019). Ces rats présentent également une plus forte
motivation pour I'alcool a 12% dans le modele d’auto-administration opérante et une plus
forte réinstauration de la recherche d’alcool aprées extinction ; cette derniere étant associée a
une augmentation de I’activation de I'insula d’aprés le marqueur d’activité c-Fos (Besson et
al., 2019). A nouveau, toutes les études présentées dans cette partie ont été menées chez des

males ; a ce jour, aucune de ces études n’a été réalisée chez les femelles.

Des données supplémentaires indiquent que chez des rats males et femelles, une exposition
a I'alcool durant I'adolescence résulte en une réduction persistante du nombre de récepteurs
a5*nAChRs dans la partie postérieure de I'ATV (Hauser et al.,, 2019). De fagon similaire,
I’exposition de cellules souches humaines a de faibles concentrations d’alcool réduit le niveau
d’expression de Chrna5 lors des phases précoces du développement humain (Krishnamoorthy

et al.,, 2010).

e. Les circuits attentionnels

Comme résumé en , la sous-unité a5-nAChR est également exprimée dans la
couche corticale VI (Wada & McKinnon, 1990) et dans les interneurones des couches II/Ill du
CPF (Koukouli et al., 2017), ou la libération d’ACh joue un role central dans le controle de
I'attention (Gritton et al., 2016). Plusieurs études précliniques soutiennent que ces
a5*nAChRs jouent un réle majeur dans la régulation cholinergique des circuits et fonctions du
CPF. Les souris a5KO avec une délétion constitutive de la sous-unité a5-nAChR (a I'échelle de
I'organisme entier) ou un knock-down (KD) sélectif des récepteurs a5*nAChRs dans le CPF
uniqguement, présentent toutes deux une diminution de la régulation nicotinique
cholinergique de I'activité neuronale du CPF, une désensibilisation exacerbée des nAChRs,
ainsi que des déficits attentionnels dans des taches complexes (Bailey et al., 2010; S. R. Grady
et al., 2012; Howe et al., 2018; Proulx et al., 2014; Tian et al., 2011). Plus récemment, une
étude optogénétique menée sur des souris males et femelles a permis de clarifier d’avantage
I'importance de la sous-unité a5-nAChR dans les performances attentionnelles en cas de
conditions exigeantes : celle-ci assure des réponses cholinergiques rapides dans le CPF et

protége ces réponses de la désensibilisation (Venkatesan & Lambe, 2020).
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Koukouli et coll.,, 2017 se sont également intéressés a I'impact du a5-SNP D398N et ont
démontré que les souris males exprimant des a5P3?8N*nAChRs (a5KI) présentent des déficits
comportementaux sensorimoteurs dans la tache d’inhibition par le prépulse ou IPP. Cette
tache mesure la capacité d’un animal a inhiber son réflexe de sursaut en réponse a une
tonalité acoustique (pulse), lorsque la tonalité est précédée d’un stimulus de moindre
intensité (prépulse). Les souris a5KI exprimant le a5-SNP D398N présentent une diminution
de I'IPP par rapport a leur congénéres WT. Ces chercheurs ont également enregistré chez les
males a5KI et a5K0, un plus faible niveau d’activité des neurones pyramidaux des couches
[I/111 3 I’état de repos (Koukouli et al., 2017). Or dans les couches II/1ll du CPF, la sous-unité a5-
nAChR est uniquement exprimée au niveau des interneurones VIP (exprimant le peptide
vasoactif intestinal) qui exercent un controéle inhibiteur sur les interneurones SOM (exprimant
la somatostatine) et PV (exprimant la parvalbumine), qui exercent eux-mémes un contréle
inhibiteur sur les neurones pyramidaux. Les données de Koukouli et al., 2017, suggérent que
la diminution d’activité observée dans les couches II/1ll des souris a5KI et a5KO serait ainsi
plus précisément causée par une diminution de I’activité des interneurones VIP, résultant en
une augmentation de l'inhibition médiée par les interneurones SOM sur les neurones
pyramidaux. Un traitement chronique a la nicotine semble corriger ce déficit d’activité chez
les souris a5KI. De maniére intéressante, chez I’lhumain, le a5-SNP est associé a une réduction
de la connectivité fonctionnelle a I'état de repos dans le CPF (Hong et al., 2010) et a une

augmentation du risque d’addiction a la nicotine (Saccone et al., 2007).

f. Les comportements associés au stress et a I’'anxiété

D’apres Gangitano et al., 2009, les a5*nAChRs pourraient également étre des
médiateurs de la réponse anxiogene. A nouveau, cette fonction est cohérente avec leur profil
d’expression, plus spécifiqguement au niveau de I'lPN dont I'implication dans les phénotypes
anxieux et dépressifs est soutenue par plusieurs études cliniques et précliniques (cf Partie
I.111.3.c). En testant des souris a5KO males et femelles, Gangitano et al., 2009 ont découvert
gue l'absence de la sous-unité a5-nAChR diminue les comportements de type anxio-
dépressifs exprimés dans les tests de 'EPM et de suspension par la queue chez les femelles
mais pas chez les males (Gangitano et al., 2009). De maniére générale, les souris C57BL/6J
sauvages males et femelles présentent des comportements similaires dans le test de 'EPM.

Néanmoins, des fluctuations du comportement dans I'EPM semblent se produire chez les
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souris femelles en fonction du cycle cestral (Galeeva & Tuohimaa, 2001; Lovick & Zangrossi,
2021) : Les femelles WT apparaissent plus anxieuses lors de la phase de |'estrus (lorsque les
niveaux plasmatiques de progestérone sont maximaux) que lors de la phase de diestrus (ou
les niveaux de progestérone sont les plus bas). Or aucune fluctuation du niveau d’anxiété
dépendante du cycle n’a été trouvée chez les femelles a5KO (Gangitano et al., 2009). De fagon
intéressante, la progestérone augmente de maniére dose dépendante |'expression de la sous-
unité a5-nAChR dans des cultures cellulaires, et I'injection de progestérone chez des souris
femelles vasectomisées augmente spécifiquement I'expression d’ARNm a5 dans I'IPN, mais
pas dans le cortex ou I'HPC (Gangitano et al., 2009). La modulation progestérone-dépendante
de I’expression de la sous-unité a5-nAChR dans I'IPN pourrait donc contribuer aux fluctuations

du niveau d’anxiété observées chez les femelles WT au cours du cycle cestral.

De plus, en condition basale et en accord avec leur phénotype hypoanxieux dans I'EPM, les
femelles a5KO présentent également de plus faibles niveaux de corticostérone plasmatique ;
la corticostérone (ou cortisol chez I’humain) est un indicateur du niveau de stress et est a ce
titre, qualifiée d’«hormone du stress ». En effet, un stimulus stressant active I'axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA), entrainant la libération du facteur de libération
de la cortocotropine (CRF) par le noyau paraventriculaire de I’hypothalamus, ce qui active a
son tour la synthése et la libération d’hormone adrénocorticotrope (ACTH) par I’hypophyse et
résulte finalement en la libération de corticostérone (CORT) par les glandes surrénales
(Dallman et al., 1994). De facon intéressante, I'expression de a5*nAChRs a été mise en
évidence dans les glandes surrénales (Hone et al., 2015; Wu et al., 2010) et ceux-ci pourraient

intervenir dans la régulation de la libération de CORT.
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Figure 21. La sous-unité a5-nAChR est exprimée dans plusieurs circuits impliqués dans I’addiction.
Les a5*nAChRs sont exprimées dans les circuits neuronaux sous-tendant notamment I'attention
(mPFC), I'aversion (MHb-IPN) et la récompense (ATV-NAc). Dans les couches II/lll du mPFC, les
a5*nAChRs sont exprimés sur des interneurones VIP (exprimant le peptide vasoactif intestinal) qui
inhibent les interneurones SOM (exprimant la somatostatine) et PV (exprimant la parvalbumine); ces
interneurones inhibent a leur tour les cellules pyramidales. Dans la couche VI, des a5*nAChRs sont

exprimés sur les neurones pyramidaux. La sous-unité a5-nAChR est également exprimée sur les
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neurones GABAergiques de I'IPN qui est impliqué dans I'aversion via des projections inhibitrices sur :
le noyau médian du raphé (MnR), le noyau tegmental latérodorsal (LDTg) et les corps cellulaires et
terminaisons des neurones dopaminergiques de I’ATV projetant sur le NAc (impliqués dans le signal de
la récompense). Figure extraite de (Brynildsen & Blendy, 2021). Abréviations: 5-HT, sérotonine; DA,
dopamine; IPN, noyau interpédonculaire; LDTg, noyau tegmental latéro-dorsal;, MHb, habénula médiane; MnR,
noyau médian du raphé; mPFC, cortex préfrontal médian; NAc, noyau accumbens; nAChR, récepteur nicotinique

cholinergique; PV, parvalbumine; SOM, somatostatine; VIP, peptide vasoactif intestinal; VTA, aire tegmentale

ventrale.

Les récepteurs a5*nAChRs sont ainsi associés a des circuits et fonctions
particulierement impliqués dans les TUALs ( ). Des études pangénomiques ont méme
identifié plusieurs mutations dans son géne comme facteurs de risque au développement de
TUALs. Les a5*nAChRs pourraient ainsi représenter une nouvelle cible thérapeutique pour le
traitement de cette neuropathologie qui reste malheureusement encore aujourd’hui, un défi
majeur pour la santé de plus de 283 millions de personnes dans le monde. Néanmoins, les
données cliniques comme précliniques de plus en plus nombreuses autour de leur implication
dans les comportements associés a l'alcool sont étonnamment contradictoires. Les
mécanismes par lesquels les a5*nAChRs pourraient contribuer aux TUALs restent donc
incertains. De plus, les recherches étant encore majoritairement menées sur des sujets
masculins, on connait trés peu de choses concernant les interactions entre le sexe et la sous-

unité a5-nAChR, qui pourraient pourtant avoir d'importantes implications thérapeutiques.
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Objectifs du doctorat :

Durant ma thése, mon travail de recherche consistait a déterminer, a I'aide de lignées
murines transgéniques, comment les processus comportementaux et les réseaux neuronaux
impliqués dans la vulnérabilité aux TUALs sont modifiés par le a5-SNP D398N du gene

CHRNAGS codant pour la sous-unité a5 du nAChR, chez les sujets masculins et feminins.

Le ( ) a été de vérifier 'implication des récepteurs a5*nAChRs dans

les effets aigus de I'alcool et plus spécifiquement dans :

(1) les propriétés récompensantes de I'alcool,
(2) et I'activité neuronale évoquée par I'alcool dans I’ATV et I'IPN, deux des structures
exprimant les plus fortes densités cérébrales de a5*nAChRs et impliquées dans les

effets récompensants/aversifs de I’alcool.

En utilisant une lignée murine transgénique a5KO (n’exprimant pas le gene CHRNAS), j’ai donc
dans un premier temps évalué si I'absence de la sous-unité a5-nAChR modifie les propriétés
récompensantes et aversives de différentes doses d’alcool, dans un modéle d’auto-
administration intra-ATV. Dans un second temps, nous avons évalué si I'absence de la sous-
unité a5-nAChR modifie I'activité de décharge évoquée par l'alcool dans les neurones
dopaminergiques de I’ATV et GABAergiques de I'IPN ; et ce en comparant les enregistrements
électrophysiologiques in vitro obtenus a partir de tranches de cerveaux de souris a5KO versus
WT. Les données recueillies dans ces expériences vont donner lieu a une premiere publication
en cours de préparation : Tochon L, Allain AE, Caillé-Garnier S, Bertrand S, David V. Lack of
a5*nAChRs increases ethanol self-administration and reverses ethanol induced neuronal

activity in VTA and IPN.

Le ( ) a été de déterminer, a l'aide des lignées murines
transgéniques a5KO et également a5KI (exprimant le a5-SNP D398N humain), si la délétion
constitutive ou le SNP D398N de la sous-unité a5-nAChR modifient les phénotypes associés

a I’abus d’alcool dont :

(1) le comportement de consommation orale d’alcool ;

(2) et les traits pré consommatoires.

En effet, chez I'humain I'abus d’alcool est associé a des traits de personnalité spécifiques

comme |'anxiété, la recherche de sensation ou encore I'impulsivité. Nous avons donc dans un
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premier temps évalué si ces mutations modifient, avant toute exposition a I’alcool, les niveaux
d’anxiété, de recherche de sensation et d’impulsivitt en comparant les réponses
comportementales des souris a5KI, a5KO et WT dans une batterie de tests comportementaux.
Par la suite, nous avons évalué si ces mutations modifient le comportement de consommation
d’alcool en comparant les niveaux d’auto-administration orale et volontaire d’alcool de ces
mémes souris a5KI, a5KO et WT, dans un protocole d’acces intermittent couvrant une large
gamme de concentrations (3-60%). A I'aide d’une troisiéme lignée transgénique a5KO couplée
a de la réexpression virale neurospécifique, nous avons également vérifié I'implication
spécifique des a5*nAChRs de I'IPN dans certaines de ces modifications phénotypiques. Ces
données vont donner lieu a une seconde publication en cours de préparation : TOCHON L,
Henkous N, Besson M, Dominique N, Maskos U, David V. Mice expressing allelic variant or
deletion of CHRNA5 show increased alcohol consumption but opposite motivational profiles :

preclinical support for Cloninger’s alcoholism typology.

Dans le , hous avons poursuivi plus en avant notre deuxiéme objectif en clarifiant
d’avantage le phénotype induit par la délétion constitutive (a5KO) ou le SNP D398N (a5KI) de
la sous-unité a5-nAChR. L’abus d’alcool chez ’humain étant également associé a des troubles
sociaux, voir des comportements agressifs, nous avons cherché a caractériser le profil social
des mutants a5. Ces expériences vont donner lieu a une troisieme publication en cours de
préparation : TOCHON L, Pageze C, Guillou JLG, David V. Alcohol-prone a5-nicotinic receptor
mutant mice display sex-dependent opposite social-emotional profiles in emotion recognition

and pro-social tasks.
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RESULTATS




Chapitre | : Implication des a5*nAChRs dans les propriétés

addictives de I’alcool et I’activité neuronale dans I’ATV et I'IPN

[- Article 1

”Lack of a5*nAChRs increases ethanol self-administration and reverses

ethanol induced neuronal activity in VTA and IPN”

Léa Tochon, Anne-Emilie Allain, Caillé-Garnier Stéphanie, Sandrine Bertrand et Vincent David

L’objectif de ce premier article était, en utilisant a la fois des souris males et femelles
de génotype WT et a5KO, d’évaluer les effets de la délétion constitutive de la sous-unité a5-
NAChR sur les propriétés addictives et les réponses neuronales a I’alcool dans le circuit ATV-

IPN.

En utilisant I'auto-administration intra-ATV combinée a une tache basée sur le choix dans un
labyrinthe en Y, nous avons constaté que la délétion de la sous-unité a5 déplace I'auto-
administration d’alcool vers des doses élevées, normalement non récompensantes voir

aversives pour des souris WT.

Parallelement, en utilisant des enregistrements électrophysiologiques sur tranches de
cerveaux (patch-clamp en configuration « cellule-attachée »), nous avons constaté que les
variations dans les fréquences de décharge évoquées par I'alcool, au niveau des neurones
dopaminergiques de I'ATV et GABAergiques de I'IPN, sont presque systématiquement
supprimées ou inversées chez les souris a5KO par rapport aux souris WT. Nos données ont
également révélé un antagonisme fonctionnel ATV/IPN chez les males WT (non retrouvé chez
les a5K0) et d’importantes différences entre les sexes dans les réponses médiées par I'alcool

dans I'IPN.

Nos résultats soutiennent le role essentiel des récepteurs a5*nAChRs exprimés dans les
neurones dopaminergiques de I'ATV et GABAergiques de I'IPN, dans les effets centraux de

I'alcool et dans le controle comportemental de sa consommation.
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ABSTRACT

Human genetic studies have implicated gene variants in the a5 nicotinic acetylcholine
receptor (nAChR) subunit as high risk factors for developing alcohol use disorders (AUDs). The
strongest expression of a5-containing nAChRs (a5*nAChRs) is found in specific brain regions
known to be implicated in drug reward and aversion: the ventral tegmental area (VTA) and
the interpeduncular nucleus (IPN). But mechanisms through which a5*nAChRs may influence
the risk remain unknown, and their underlying normal functions in these structures are still
poorly understood. The aim of the current study was, using both male and female wild-type
(WT) and a5 knock-out mice (a5K0), to evaluate the effect of the a5-nAChR subunit deletion
on ethanol’s addictive properties and neuronal responses in the VTA-IPN circuit. Using intra-
VTA self-administration combined to a choice-based task in a Y-maze, we found that the a5
deletion shifts the ethanol (EtOH) self-administration toward high doses. Concurrently, cell-
attached electrophysiological recordings on brain slices revealed that EtOH-evoked firing
activities of both VTA-DAergic and IPN-GABAergic neurons are either suppressed or inverted
in a5KO mice as compared to WT mice. Our data also revealed a VTA/IPN functional
antagonism in WT males (no longer found in a5K0), and important sex differences in EtOH-
mediated responses in the IPN. Our findings support that a5*nAChRs play a critical role in the

central effect of EtOH and in the behavioral control of its consumption.

92



INTRODUCTION

Alcohol is the third-leading risk factor for premature death and disability around the
world (1). The heterogeneity of AUD makes it highly unlikely that one single treatment will
work for all individuals and understanding its multifactorial aetiology is still challenging (2).
Thus, there is a high need for extending the menu of options for available pharmacological
and behavioral therapies. Converging evidences define the a5-containing nicotinic cholinergic
receptor (a5*nAChR) as new potential therapeutic target for the treatment of AUDs. Clinical
and genome-wide association studies (GWA) have found that humans carrying risk alleles in
the a5-subunit encoding gene (CHRNAS) have increased vulnerability to develop alcohol-
dependence (3,4), early onset of alcohol abuse (5) and exhibit a low level of response to

alcohol which may confer them a greater risk for developing alcohol use disorder (6).

The potential influence of a5*nAChRs on alcohol drinking behavior and related addictive
properties is consistent with the high expression of a5-nAChR subunits found in the ventral
tegmental area (VTA). a5*nAChRs are expressed in around 80% of the VTA dopaminergic
(DAergic) neurons and in less than 20% of the VTA GABAergic neurons (7). Moreover, the
strongest expression of a5 within the brain is found in GABAergic neurons of the IPN
(interpeduncular nucleus; (8) which is a brain region median and ventral to the VTA but with
opposite roles in the signalling of reward versus aversion (9-11). While DAergic neuron—rich
VTA is largely associated with increased motivation toward novelty, reinforcement, and
positive affective state, the IPN is a brain region governing reduced motivation toward
familiarity, as well as aversion, and negative affective state. Interestingly, a
mesointerpeduncular circuit in which VTA-DAergic neurons project to the neighboring IPN has
been recently described (12,13). However, the role of a5*nAChRs from circuits involving the
VTA, the IPN or both (mesointerpeduncular), in AUD-related mechanisms remains unknown.
And findings about their influence on ethanol self-administration (EtOH SA) behavior in rodent

studies are mixed.

The aim of the current study was to further understand the role of a5*nAChRs in
EtOH’s addictive properties and neuronal responses in the VTA-IPN circuit where their
expression is the highest. This study was conducted on wild-type (WT) and a5 knock-out
(a5K0) mice, both males and females. Using an intra-VTA EtOH SA model combined to a
choice-based task in a Y-maze, we first assessed whether rewarding and/or aversive effects

of several doses of EtOH are altered by the a5-nAChR subunit deletion. Secondly, using cell-
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attached electrophysiological recordings on brain slices, we evaluated whether a5*nAChRs

contributes to EtOH-evoked firing activity of VTA-DAergic and IPN-GABAergic neurons.

MATERIALS AND METHODS

Animals and ethical statement

All surgical and experimental procedures were carried out with the approval of the
Ethics Committee of the University of Bordeaux (CEE50) and in accordance with the Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals (NIH) and the European Directive (2010/63/EU). The
study was conducted on male and female C57BL6/J background mice, wild-types (WT) and a5
knock-out mutants (a5KO; deletion of the CHRNA5 gene encoding for the a5 nicotinic
cholinergic receptor subunit) (14). Mice were housed by groups of 5 to 10 in collective cages
separated according to their sex and maintained at 22+1°C, under controlled hygrometrics
and a 12:12 light-dark cycle (lights ON at 7:00 AM). They were provided with food and water
ad libitum. Mice undergoing surgical procedures were housed individually the week prior to

the surgery. Mice were between 3-6 months old at the time of experimental testing.

EtOH Preparation

EtOH solutions for ICSA were prepared in aCSF (Phymep®©, Paris, France) from EtOH
96% (VWR Chemicals BDH®), at either 11.2, 28, 56 or 112 mg% final concentration (mg% = mg
of EtOH for 100ml of aCSF). For in vitro electrophysiology experiments, EtOH 96% (VWR
Chemicals BDH®) was dissolved in oxygenated aCSF (in mM: 130 NacCl, 3 KCI, 2.50 CaCl2, 1.3
MgSO4, 0.58 NaH2P0O4, 25 NaHCO3, 10 Glucose) at either 50mM or 200mM final

concentration.

Stereotaxic surgery

Mice were implanted unilaterally with a cannula-guide/connectors set described in
Figure 1A. The tip of the cannula-guide (@external = 0.460mm; Le Guellec®, Douarnenez,
France) was positioned 1.5mm above the posterior VTA (pVTA; Fig. 1B) and according to the
following stereotaxic coordinates: AP = 0.28mm anterior to interaural 0; L= 0.6+£0.1mm lateral
to the midline; DV = 4mm from the surface of the skull. Stereotaxic surgeries were performed
under deep general anesthesia by volatile isoflurane (2%) and mice received a minimum

recovery period of 7 days before intracranial self-administration protocol (ICSA; Fig. 1C).
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VTA-ICSA procedure

The VTA-ICSA combined to a choice-based task in a Y-maze, allows to assess
concurrently positive reinforcing and aversive properties of drugs of abuse, and a rapid
acquisition of voluntary self-administration (SA) behavior. The Y-shaped maze (Fig. 1C) were
made of opaque grey Plexiglas, with horizontal sliding doors at the entrance to each arm. Two
photoelectric detection cells located at the end of each arm emitted infrared radiation
allowing to detect the presence of the mouse, and in case of EtOH-reinforced arm choice, to
automatically trigger an injection via POLY_Y software (imetronic®, Pessac, France; Fig. 1C, e-
f). Prior animal introduction in the Y-maze, an injection cannula (@external = 0.229mm) was
inserted into the pVTA via the cannula-guide previously implanted by stereotaxic surgery (Fig.
1B). This cannula was connected by a flexible polyethylene catheter to a micro-injection
system comprising a Hamilton micro-syringe (Fig. 1C). By interrupting the infrared beam at
the end of the reinforced arm, mice obtained one intra-VTA EtOH injection of 50nL (4
seconds). ICSA training started by a 10min-session intended to get mice used to the transfer
from the animal house to the experimental room, to the Y-maze and to the
connection/disconnection of the head to the micro-injection system. No injections were given
during this session. From the next day, intra-VTA EtOH self-administration was assessed
though a total of 10 sessions: each mouse performed 1 session per day, during 10 consecutive
days, and 1 session consisted of 10 trials set out below. Four EtOH doses were tested: 11.2,
28,56 and 112 mg%. The number of intra-session trials (between 0 and 10) in which the mouse
interrupted the infrared beam in the EtOH-reinforced arm was automatically recorded by the

POLY_Y software.

Histological controls

Photomicrographs of thionine-stained coronal brain sections (50um) through the
cannula-guide tracks were used to control the correct positioning of the EtOH-injection
cannulas above the pVTA. Out of 123, 11 were removed from the experiments for
misplacement. Representative examples of correct implantation are provided in Figure 2J. No
observable tissue alteration at the level of the targeted VTA was observable following

repeated EtOH injections, independently of the genotype, sex or EtOH concentration.
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Figure 1. EtOH ICSA in a Y-maze: the set up. A Cannula-guide/connectors set implanted on the mouse’s
head by stereotaxic surgery. B Connection of the mouse to the EtOH micro-self-injection system
(insertion of the injection cannula into the cannula-guide previously implanted). C Schematic
representation of the Y-maze with: (a) starting box, (b) left arm, (c) right arm, (d) sliding doors, (e)

photoelectric detection cells, (f) infrared beam.

Preparation of VTA-IPN containing brain slices

Under general anesthesia (10% ketamine Virbac® / 4% Xylazine Rompun® mixture,
0.1ml/10g of mice, ip), mice were perfused transcardially with 4°C sucrose solution (in Mm:
1.15 NaH2PO4, 2 KCl, 7 MgCl2, 0.5 CaCl, 26 NaHCO3, 11 glucose, 205 sucrose; with 95% 02/5%
CO2). Horizontal 250ume-slices were obtained (Fig. 3A) and incubated for 1h in oxygenated
aCSF (in mM: 130 NaCl, 3 KCl, 2.50 CaCl2, 1.3 MgS04, 0.58 NaH2P0O4, 25 NaHCO3, 10 Glucose)

supplemented with the anti-radical L-Glythation at 35°C.

Cell-Attached Recording of spontaneous and EtOH-evoked firing frequencies (FF)

Cell-attached recordings were performed using electrodes pulled from borosilicate

glass capillaries (3-6 MQ) and filled with an internal solution containing (in mM): 120 K
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Gluconate, 20 KCI, 1.3 MgCl2, 1 EGTA, 10 Hepes, 0.1 CaCl2, 0.03 GTP, 0.01 AMPc, 0.01
Leupeptine, 77 D-mannitol, 3 Na2-ATP, Biocytin 1% and adjusted to pH 7.3. Recording
chamber was continuously superfused with oxygenated aCSF at room temperature.
Spontaneous spike activity was recorded using a filtered and digitalized patch-clamp amplifier
(Multiclamp 700B, Axon Instruments, ITC-18 Interface, Instrutech), sampled at 10 kHz, and
collected and analyzed using AxoGraph X software (Axon Instrument, CA, U.S.A). Recordings
were monitored in VC mode at a command potential of 0 mV throughout the recordings (15).
After a 15-min period of stable baseline recording, fresh solution of EtOH (at 50 or 200 mM)

was bath applied until the end (after 20-minutes recordings in presence of EtOH).

Cell identification & Immunostaining

Identification of VTA-DAergic neurons and IPN-GABAergic neurons was based on: (1)
their location, (2) on the set of known electrophysiological properties that characterize these
cells and (3) immunohistochemical analyzes. The IPN is well-delimited and primarily
GABAergic, so visual control ensured correct patch location. However, to remedy to the
difficult-to-define cytoarchitecture of the VTA, we decided to patch in a constant region of the
pVTA, located right medially to the MT (medial terminal nucleus of the accessory optic tract;
Fig. 3A) and then selected cells showing slow and regular FF (<10 Hz) and broad (>2 ms) action
potentials. After electrophysiological recordings, neurons were opened to ensure the
dissemination of the intra-pipette biocytin and slices containing biocytin-filled neurons were
fixed with 4% paraformaldehyde overnight at 4°C. After several washes, slices were incubated
with a primary antibody: (1) 1/1000 mouse anti-Tyrosine Hydroxylase (TH) antibodies
(monoclonal, clone LNC1, MAB318, Sigma-Aldrich) for VTA neurons recordings; or (2) 1/1000
mouse anti- glutamate decarboxylase (67kDa isoform, GAD67) antibodies (monoclonal, clone
1G10.2, MAB5406, Chemicon®) for IPN neurons recordings. The next, day slices were
incubated with the secondary antibodies (1h30-incubation at room temperature) 1/500 Alexa
Fluor™ goat anti-mouse 1gG (H+L; A11029, invitrogen). Immunostainings were aquired using
a BX51 Olympus Fluoview microscope. Serial optical sections were obtained at a Z-step of
0.3um and imaged using an objective 40x/1.00 numerical aperture oil. Neurons labeled
positive for TH and biocytin within the VTA depending on the Paxinos area definition were
considered confirmed DA cells, and neurons labeled positive for GAD and biocytin within the
IPN were considered confirmed GABA cells; representative images of identified cells are

provided in Figure 3B-C.
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Data analysis and statistics

Firing frequency in electrophysiological recordings were analyzed off line using
Axograph X software, statistics were conducted with StatView and figures were constructed
with Excel. The number of intra-session trials (between 0 and 10) in which the animal
interrupted the infrared beam in the EtOH-reinforced arm was expressed as number of intra-
VTA EtOH self-administrations (or EtOH ICSA) per session. A score higher than 5 reveals
preference for the injected substance, while a lower than 5 reveals avoidance. EtOH intra-VTA
self-administration was tested with mixed-design ANOVAs using the number of self-injections
or the total volume of self-injected EtOH as dependant variables, with the genotype (a5KO
versus WT) and/or the sex (males versus females) as between-subject factors and ICSA
sessions (session 1-10) or EtOH doses (dose 11.2-112 mg%) as a within-subject repeated
measures. Neuronal FF were analyzed on 5-min periods before and after EtOH superfusion on
brain slices. Differences in basal spontaneous firing rates of VTA-DAergic or IPN-GABAergic
neurons between a5KO and WT mice were tested using a t-test for independent samples. To
quantify the EtOH superfusion effect on VTA-DAergic or IPN-GABAergic neuron firing rates, 50
or 200mM EtOH-evoked FF were presented as percent of baseline firing frequency (0mM
EtOH) + standard error of the mean (SEM). Change from baseline was tested using a t-test for
dependent samples (OmM EtOH baseline versus 50 or 200mM EtOH), and a mixed model
ANOVA was used for comparison between genotypes and sex. For all analyses, statistical

significance required > 95% level of confidence (p < 0.05).
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RESULTS

The a5*nAChR deletion shifts the intra-VTA EtOH SA toward high doses in both male and

female mice

With the EtOH dose of 11.2mg%, male WT showed a weak preference for the EtOH-
reinforced arm of the Y-maze while intra-VTA SA scores of male a5KO remained at chance
level or below over all sessions (Fig. 2A). These were significantly lower than WT ones at the
sessions n°8 and 10 (Fig. 2A; S8: F(1,13)=5.51, p=0.035; S10: F(1,13)=6.01, p=0.029). At the
optimally reinforcing dose of 28 mg%, both WT and a5KO males showed a significant and
similar increasing preference for the EtOH-reinforced arm (Fig. 2B; Session effect: F(9,153=4.92,
p<0.001). However, at 56mg%, male WT significantly reduced their number of ICSAs (Fig. 2B
vs 2C; 28 vs 56mg%, Dose effect in male WT: F(1,21)=5.18, p=0.033) while male a5KO tended to
increase it (Fig. 2C; Session effect in male a5KO: F(9,63)=2.81, p=0.0076; Genotype effect on
sessions 6-10: F1, 17)=6.02, p=0.025). Doubling the dose further increased the difference
between WT and a5KO males: WT displayed a progressive avoidance for the 112mg% EtOH-
reinforced arm whereas male a5KO developed from the 3™ session a marked and stable
preference for EtOH-reinforcement (Fig. 2D; Genotype effect: F(1,16=22.68, p=0.0002;

Genotype x session interaction: F(9,144=3.42, p=0.0008).

In females, the 11.2mg% dose elicited a weak preference for the EtOH-reinforced arm
in WT mice and unstable ICSA scores across sessions in a5KO mice, with no significant
difference between the two groups (Fig. 2E). With the 56mg% dose, female WT then
significantly reduced their number of intra-VTA EtOH SAs (Fig. 2E vs 2F; 11.2 vs 56mg%, Dose
effect: F(1,12)=8.93, p=0.011) while at the opposite female a5KO displayed preference for EtOH-
reinforcement; leading to a significant genotype effect (Fig. 2F; F(1,11)=16.6, p=0.0018). When
we finally investigated the effects of the highest dose, we found that from sessions 1 to 6, WT
displayed avoidance whereas a5KO displayed preference for the 112mg% EtOH-reinforced
arm, with a significant genotype effect for sessions 1 to 4 (Fig. 2G; Genotype effect: F(1,13)=4.9,
p=0.045). However, this difference was transitory because the number of SA events in WT and
a5KO0 respectively increased and decreased to both remain at chance level over the last four

sessions (Fig. 2G; Genotype x session interaction: F(s,117=3.22, p=0.0016).
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Figure 2. The a5*nAChR deletion shifts the intra-VTA EtOH SA toward high doses in both male and
female mice, but only on a short-term basis in females. A-G WT males and females (in brown) showed
preference for the EtOH reinforced-arm of the Y-maze when low concentrations were proposed
(11.2mg%, A, E; 28mg%, B) but regulated their EtOH ICSA rates by decreasing their choice, and even
expressing avoidance when higher concentrations were proposed (56mg%, C, F; 112mg%, D, G). At the
opposite, a5KO males and females (in green) exhibited lower interest for VTA-ICSA of EtOH at low dose
(11.2mg%, A, E) and conversely preference for the EtOH reinforced-arm when high concentrations
were proposed (56mg%, C, F; 112mg%, D, G). H a5KO (males and females) showed an inverted dose-
response curve compared to WT, self-administering smaller volumes of EtOH-solution at 11.2mg% and
larger volumes at 56/112 mg%. | Evolution of the total number of intra-VTA EtOH SA during the first
half (sessions 1-5) versus the last half (sessions 6-10) of the protocol at 112mg%. Males acquired stable
avoidance/preference for EtOH at 112mg% during the last half (sessions 6-10) of the protocol while
females immediately acquired it (sessions 1-5) but did not maintain them during the last half of the
protocol. J Microphotographs of thionine-stained 50um-thick brain slices showing the localization of
the EtOH-injection cannula (yellow dotted line) above the VTA (dark blue). *p<0.05 **p<0.01,
**¥p<0.001: genotype effect; 33p<0.01, 333p<0.001: session effect; @Pp<0.01, @PPp<0.001 :

genotype x session interaction; $p<0.05: sex effect; §§§p<0.001: sex x genotype x session interaction.

Taken together these data showed that, while male and female WT mice regulated
their EtOH ICSA by decreasing it when high EtOH doses were proposed (56-112mg%), male
and female a5KO mice self-administered greater amounts as the dose is increased (Fig. 2A-
G). The dose-response curve established from the total volume of EtOH self-administered (in
nl, over the 10 sessions; Fig. 2H), confirmed the genotype-dependant inverse dose-response
patterns observed with the number of EtOH SAs, and the absence of significant Sex effect on
it : in both males and females the volume of EtOH self-administered dose-dependently
decreased in WT while increasing in a5KO mice (Fig. 2H; Genotype effect: F(1,36=8.70,
p=0.0041; Genotype x Dose interaction F(2,86=8.28, p=0.0005; Sex effect: F(1,80=0.97, p=0.32
ns). Thus, the lack of a5-nAChR subunit make less sensitive to both positive reinforcing and

aversive effects of EtOH.

Females show faster acquisition than males, but transitory preference/avoidance for EtOH

at high doses

With the highest dose, the number of EtOH ICSAs session-dependently decreased in

WT males while increasing in WT females and conversely session-dependently increased in
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a5KO0 males while decreasing in a5KO females, which lead to a highly significant Sex x Session
x Genotype interaction (Fig. 2D vs 2G; 112mg%, F(9,261)=5.73, p<0.0001). This effect was
already visible with the 56mg% dose, but only as a tendency (Fig. 2C vs 2F). The comparison
of the total number of SAs performed during the first half (sessions 1-5) versus the last half
(sessions 6-10) of the protocol confirmed that males acquired stable avoidance/preference
for EtOH at 112mg% during the last half of the protocol while females immediately acquired
it with an attenuation in the last half of the protocol (Fig. 2I; Sex x Session x Genotype:
F(1,20=26.95, p<0.0001; Genotype effect: F(1,29)=10.40, p=0.0031). Besides, we found that with
the 56mg% dose, WT females self-administered significantly less than WT males (Fig. 2C vs 2F;
Sex effect in WT: F(1,16)=5.20, p=0.036) and immediately exhibited a strong avoidance. Also,
a5KO females showed an immediate low but stable preference for the 56mg% EtOH-
reinforced whereas a5KO males displayed a progressive increase of preference over sessions,
reaching ICSA scores higher than 7 (Fig. 2C vs 2F). Together these results suggested that

females could be more sensitive to the central effects of high EtOH doses.

Spontaneous firing rate of VTA-DAergic or IPN-GABAergic neurons do not differ between

WT or a5KO male and female mice

Within the VTA, the mean spontaneous firing rate of DAergic neurons from WT mice
was 3.6310.44 Hz and no significant difference was found between males and females (Fig.
4A; M: 4.26+0.72 Hz versus F: 2.99+0.49 Hz). VTA-DAergic cells from a5KO mice fired at a
mean FF of 2.87+0.39 Hz, with no significant difference between males and females (Fig. 4A;
M: 2.51+0.42 Hz versus F: 3.19+0.65 Hz) and no significant difference compared to WT, even
in sex-matched analyses. Within the IPN, neither genotype nor sex difference was found on
baseline spontaneous activity of GABAergic neurons (Fig. 4B). Nevertheless, spontaneous FF
of IPN-GABAergic neurons from a5KO mice tended to be slower than from WT mice (Fig. 4B;

a5K0: 2.88+0.51 Hz versus WT: 4.87+0.89 Hz).
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Figure 3. EtOH responses in VTA-DAergic and IPN-GABAergic cells. A Schematic representation of the
typical horizontal brain slice used for cell-attached recordings and containing both VTA (dark blue) and
IPN (light blue). The white dot indicates the location of the medial terminal nucleus of the accessory
optic tract (MT), used as morphological repair to patch in a constant region of the VTA. B
Representative confocal image of a recorded VTA neuron from WT male with TH and biocytin staining
signals and representative trace of cell-attached recordings depicting the changes in FF elicited by EtOH
50mM (baseline firing rate of ~3 Hz). C Representative confocal image of a recorded IPN neuron from
WT male with GAD and biocytin staining signals and its electrophysiological recordings depicting the

change in FF elicited by EtOH 50mM (baseline firing rate of ~6 Hz).

EtOH 50mM increases the firing activity of VTA-DAergic neurons, and conversely decreases

it in IPN-GABAergic neurons from WT males

Responses to acute EtOH (bath-applied) were then measured in these VTA-DAergic and
IPN-GABAergic neurons and two EtOH doses of 50 and 200 Mm were tested (Fig. 4C-F). In WT
males, 50mM-EtOH increased the FF of VTA-DAergic neurons (Fig. 4C left; 50mM-EtOH effect:
t8)=2.30, p=0.49) while 200mM-alcohol decreased it (Fig. 4C right; Dose effect: F(1,16=7.90,
p=0.012). In contrast the two EtOH doses decreased the IPN-GABAergic neuronal activity, but
this change was only significant with the 50mM dose (Fig. 4D; 50mM-EtOH effect: t(10)=-2.40,
p=0.037). Bath application of 50mM-EtOH thus induced opposite neuronal responses in the
VTA and the IPN of WT males: FF of VTA-DAergic neurons increased by 14+6% whereas FF of
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IPN-GABAergic neurons decreased by 10+4% (Fig. 3B-C and 4C-D; VTA vs IPN, unpaired t test:
t(18)=-3.35, p=0.0035).

EtOH-induced responses of VTA-DAergic and IPN-GABAergic neurons from a5KO males are

either suppressed or inverted in comparison with WT

Strikingly, in VTA-DAergic cells from a5KO males, EtOH application did not induced any
change of the FF, neither with 50mM nor with 200 mM, while dose-dependent inverted
patterns of were previously observed in WT cells (Fig. 4C; Genotype x dose interaction:
F(1,28=5.21, p=0.030). And conversely to IPN cells from WT, the FF of IPN-GABAergic neurons
from a5KO males tended to increase after EtOH application (Fig. 4D; 50mM: +8+4%; 200mM:
+23+14%; Genotype effect: F(1,37)=9.54, p=0.0038).

EtOH 50mM mediates inverted GABAergic responses in the IPN of female and male WT

Cells from WT females exhibited different EtOH-induced responses compared to WT
males, showing slight increases in VTA-DAergic neurons FF instead of a significant increase and
a decrease with 50 and 200mM-EtOH respectively (Fig. 4E; Sex x Dose interaction: F(1,32=5.39,
p=0.026). Moreover, IPN neurons from WT females displayed a significant increase (Fig. 4F;
t9)=2.47, p=0.035) instead of a significant decrease with the 50mM-EtOH (Sex effect in WT:
Fi1,18=11.81, p=0.0028).

EtOH-induced responses of VTA-DAergic and IPN-GABAergic neurons from a5KO females

are either suppressed or inverted in comparison with their sex-matched WT

We found that as in males, the a5 deletion in female mice suppressed or even inverted
EtOH-induced neuronal responses in both VTA and IPN. We found a significant Genotype
effect on EtOH-evoked FF within the VTA (Fig. 4E; F(1,29=4.19, p=0.049), expressed as an EtOH-
induced decrease (50mM) or no effect (200mM) in a5KO females versus an EtOH-induced
increase in their sex-matched WT (50 and 200mM). Within the IPN of a5KO females, no more
EtOH-induced increase was observed with the 50mM dose, and conversely where adding
200mM-EtOH had no effect on WT IPN-GABAergic FF, it seemed to induce an increase in

female a5KO cells (Fig. 4F; Genotype x Dose interaction: F(1,28)=5.34, p=0.028).
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Figure 4. EtOH-evoked firing activities of both VTA-DAergic and IPN-GABAergic neurons from brain
slices are almost systematically suppressed or inverted in a5KO mice compared to WT mice. A-B
Spontaneous FF of VTA-DAergic (A) and IPN-GABAergic (B) neurons depending on the genotype and
the sex. Spontaneous firing rate of VTA-DAergic or IPN-GABAergic neurons do not differ between WT
(brown) or a5KO (green) male and female mice. C-F Mean ts.e.m change in VTA-DAergic and IPN-
GABAergic neuron FF induced by bath application of the indicated EtOH concentration (50 or 200 mM),
in male (C, D) and female (E, F) brain slices. *p<0.05: Ethanol effect (comparison with baseline);
Xp<0.05; xxp<0.001: Mutation effect (comparison with sex-matched WT);, Op<0.05: Dose effect
(comparison with 50 mM); @p<0.05: Genotype x dose interaction. Sp<0.05: Sex effect (comparison with

genotype-matched males).

DISCUSSION

In the present study, we characterized the implication of a5*nAChRs in EtOH addictive
properties and in EtOH-elicited neuronal activity at the level of the brain reward/aversion
system. We first demonstrated that the lack of a5-nAChR subunit changes the EtOH-mediated
effects on the brain reward system because higher doses were needed to generate a
rewarding signal and the aversive signal was attenuated, which significantly increased EtOH
self-administration (SA) at high doses. This specific dose-dependent effect may explain why
previous rodent studies investigating EtOH seeking in a5 mutants provided mixed results by
concluding to a similar, a decreased or increased consumption in comparison with WT (16-
19). Our data support the view that an alteration of the a5 subunit reduces the regulation
signal on alcohol intake, thus shifting alcohol consumption toward high doses, which
combined to other risk factors may contribute to a rapid instatement of EtOH dependence.
Although this alteration was observed in both males and females, we found some gender
differences. As previously observed by Rodd et al. (20), our females showed faster acquisition
as males, of either preference (a5K0), or avoidance (WT) for EtOH. Interestingly, women tend
to show faster progression toward developing an AUD compared to men (21). However, the
quickly acquired high self-administration observed in a5KO females seems transitory. To
determine whether this kinetic may reflect either higher or lower vulnerability to AUD-like
development, it would be informative to assess their EtOH SA after a period of forced
abstinence, or to repeat these experiments with an intermittent SA paradigm (every-other-
day instead of consecutive days). Understanding sex differences in vulnerability for alcohol

abuse and the neural mechanisms behind such differences will be critical to both acquiring a
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full understanding of the behavior and developing treatments for men and women diagnosed

with AUD.

Secondly, we demonstrated that the lack of the a5-nAChR subunit drastically changes
EtOH-mediated effects on the brain reward / aversion systems, indeed EtOH-evoked firing
activities of VTA-DAergic and IPN-GABAergic neurons respectively were either suppressed or
inverted in a5KO mice as compared to WT mice. Non-essential to the formation of nAChRs
and unable to contribute to the ACh-binding site, the a5 subunit is considered as an
‘accessory’ fifth subunit in a nicotinic receptor pentamer (22). Nevertheless, its presence has
been shown to confer efficicent properties like higher Ca?* permeability and higher nicotine
sensitivity in the a4B2-nAChR combination (23). In vitro and in vivo studies have also
demonstrated a critical role for a5-nAChR subunits in the regulation of DAergic neurons
activity in the brain’s reward system (24-26). Here we showed that a5*nAChRs also play a
critical role in the EtOH-induced neuronal activity in both VTA-DAergic and IPN-GABAergic
neurons. We also highlighted important sex differences in the IPN function, with opposite
EtOH-evoked responses in IPN-GABAergic neurons between WT males and females, not found
between a5KO males and females. Interestingly, Gangitano et al. (27) found a progesterone-
dependent modulation of a5 subunit expression in the IPN. It could thus be interesting to
assess whether EtOH-evoked responses in IPN-GABAergic neurons from females vary across
the oestrus cycle. A more recent study found that a chronic nicotine exposure results in
increased a5 transcript levels in the IPN, but only in females (28). Moreover, as compared to
males, female rats displayed greater numbers of nicotine withdrawal-induced active cells
within the central portion of the IPN; and this withdrawal-induced activation of the IPN was
correlated with negative affective states in females, but not males (29). Gender-specific
mechanisms implicating a5*nAChRs may contribute to differential responses to nicotine but

also to alcohol between females and males.

In conclusion, we provide evidence that VTA-DAergic and IPN-GABAergic a5-containing
neurons play a critical role in EtOH SA regulation. Recent studies suggest the existence of
direct dopaminergic projections from the paranigral subnucleus of the VTA to the caudal part
of the IPN (12,13). This mesointerpeduncular pathway has been implicated in the regulation
of anxiety-like behaviour and preference for novelty (12,13), which are highly linked with
alcohol seeking. Regarding our data, it would be interesting to explore the direct implication
of this pathway in EtOH SA behaviour and whether a5*nAChRs are expressed in these specific

VTA DA-projecting neurons. Besides, another recent study has demonstrated that a specific
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subset of interpeduncular a5 nicotinic GABAergic neurons, called a5%™&°! regulate nicotine
preference (30). These a5*™Me°l neurons seem to send long projections to laterodorsal
tegmental nucleus (LDTg), which interestingly provide one of the main source of cholinergic
innervation of VTA-DAergic neurons (31). Regarding our data, it would be interesting to
explore the role of these a5"™M&°l GABAergic neurons in detecting and signalling EtOH in the
brain. a5*nAChRs provide the opportunity to further characterize reward/aversion networks
by identifying and assessing the contribution of a5-expressing subpopulations, especially

among VTA-DAergic and IPN-GABAergic neurons.
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[I- Expériences complémentaires

1. La délétion d’un seul alléle du géne CHRNAS est suffisante pour augmenter I’auto-
administration intracérébrale d’alcool et inverser les activités neuronales

dopaminergiques de I’ATV et GABAergiques de I'IPN, induites par I'alcool

Dans l'article présenté dans ce chapitre 1, nous avons dans un premier temps évalué
les effets de I'absence de la sous-unité a5-nAChR (souris a5KO) sur les propriétés addictives
de I'alcool en utilisant un test d’auto-administration (AA) basé sur le choix, dans un labyrinthe
en Y, du bras associé a une injection d’alcool dans I’ATV. Nous avons constaté que, a la
différence des WT, les souris a5KO présentent une préférence pour les injections de solutions
d’alcool a fortes concentrations (56 et 112 mg%). Dans un second temps, nous avons
enregistré par électrophysiologie in vitro sur tranches les fréquences de décharge de neurones
dopaminergiques de I’ATV et GABAergiques de I'IPN chez des souris WT et a5KO, avant et
apreés application d’alcool (dont a 50 mM). Et nous avons constaté que par rapport aux cellules
enregistrées chez des souris WT, les cellules provenant de souris a5KO présentent une
suppression ou une inversion de |'activité de décharge induite par 'alcool, quelle que soit la

structure ou la dose testée.

Dans les expériences d’auto-administration intra-ATV d’alcool a 56 et 112 mg%, nous avons
également testé n=20 mutants hétérozygotes (a5*/) males, dépourvus d’un seul des deux
alleles du gene CHRNAS. Ceux-ci ont été testés en méme temps que des males WT et a5KO
dont les données sont présentées dans I'article 1, et tous ces résultats sont combinés en

. Les courbes de préférence laissent suggérer que I'absence d’une seule copie
favorise déja la prise d’alcool a fortes doses, mais de facon nettement moins marquée (et
surtout non significative) par rapport a I'absence des deux alléles. Lorsque la solution d’alcool
a 56 mg% est proposée, le nombre d’AA moyen des a5*/ n’est pas significativement plus élevé
que celui des WT, mais on constate néanmoins un profil intermédiaire entre les WT et les
a5KO. A 112 mg%, les a5*/- présentent des réponses plus proches des WT que des a5KO, avec
néanmoins un évitement moins marqué que les WT lors des derniéres sessions (Session 8,
effet génotype : F(2,26)=8.88, p=0.0011 ; post-hoc Bonferroni/Dunn, a5*-vs WT : p=0.016 ;
a5KOvs WT : p=0.0003).
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Figure 22. Auto-administration intra-ATV d’alcool et enregistrement électrophysiologiques des
neurones dopaminergiques de I’ATV et GABAergiques de I'IPN chez des souris a5*-males. Gauche :
Courbes montrant les scores de préférence pour I'alcool a 56 ou 112 mg%, exprimés en nombre moyen
d’auto-administrations (AA) intra-ATV sur 10 essais, en fonction de chacune des 10 sessions (1
session/jour). Ligne pointillée : hasard (score de 5/10 obtenu en I'absence de récompense et
correspondant a de I'alternance spontanée). Un score >5 indique une préférence pour la substance
injectée, tandis qu’un score <5 indique un évitement. Droite : histogramme montrant la fréquence de
décharge (FD) induite par l'alcool (50mM) dans les neurones dopaminergiques de I'ATV et
GABAergiques de I'lPN enregistrés sur tranches (patch-clamp en configuration cellule-attachée). La FD
est exprimée en % de variation par rapport a la FD basale (= en I'absence d’alcool). x p<0.05, xx p<0.01,

XXX p<0.001 : effet génotype ; *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.001 : post-hoc Bonferroni versus WT.

Nous avons également enregistré, dans des conditions expérimentales identiques a celles
présentées dans |'article, n=13 cellules originaires de souris a5*" males (9 neurones
dopaminergiques de I'ATV et 4 neurones GABAergiques de I'IPN). Ces enregistrements
supplémentaires révelent que I'absence d’un seul des deux alléles du géne CHRNAS est
suffisante pour inverser le profil d’activité de décharge évoqué par I'alcool dans le circuit ATV-
IPN ( ). Inversement aux cellules enregistrées chez les souris WT, I'alcool a
50mM diminue la fréquence de décharge (FD) des neurones dopaminergiques de I'ATV et
augmente celle des neurones GABAergiques de I'IPN chez les males a5*- (Effet génotype dans
I’ATV: F(2,22)=3.87, p=0.036 ; Post-hoc Bonferroni/Dunn, a5*" vs WT: p=0.010 ; dans I'IPN:
F(2,20)=6.98, p=0.005; Post-hoc Bonferroni/Dunn, a5* vs WT: p=0.0039, a5KO vs WT:
p=0.010).
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La délétion d’'un seul allele du géne CHRNAS altere donc l'activité des neurones
dopaminergiques de I'ATV et des neurones GABAergiques de I'lPN de facon similaire a
I’'absence totale du géne, mais n’altére pas de fagon aussi marquée le comportement d’AA
intra-ATV d’alcool. Ces résultats suggérent qu’en plus de ces neurones, d’autres sous-types
neuronaux porteurs de la sous-unité a5 pouvant provenir de I’ATV, de I'IPN ou d’autres
structures cérébrales, interviennent dans le codage de la valence récompensante/aversive de
I'alcool et dans le contréle comportemental de sa consommation. Il serait également

intéressant d’évaluer I'impact de la délétion d’un seul alléle chez les souris femelles.

2. Le a5-SNP D398N augmente I'auto-administration intracérébrale de solutions

d’alcool a fortes concentrations

Qu’en est-il de la mutation RS16969968 du gene CHRNADS, plus couramment connue
sous le nom de a5-SNP D398N ? Méme si son impact est plus largement relaté dans les

chapitres 2 et 3 de cette thése, nous commencons a I'aborder en cette fin de chapitre 1.

Toujours dans les expériences d’auto-administration intra-ATV de solutions d’alcool a 56 et
112 mg%, nous avons également testé, en méme temps que les animaux précédents, des

mutants a5KI (12 males et 7 femelles) porteurs du a5-SNP D398N.

Les résultats de ces animaux illustrés en indiquent que les males a5KI ne
s’auto-administrent pas plus d’alcool que les WT pour la dose de 56 mg%. En revanche, ces
derniers présentent, al'inverse de leurs congéneres WT mais similairement a leurs congéneéeres
a5KO0, une préférence pour I'auto-administration d’alcool a la trés forte dose de 112mg%
(effet génotype pour les sessions 5-10 : F(2,21)=14.25, p=0.0001; post-hoc Bonferroni/Dunn,
o5KI vs WT : p=0.0035 ; a5KO vs WT : p<0.0001 ; ).

Chez les souris femelles, le a5-SNP altére les propriétés aversives de |'alcool et
augmente son auto-administration dés la dose de 56 mg% (effet génotype : F(2,17)=14.11,
p=0.0002; post-hoc Bonferroni/Dunn, a5KI vs WT : p=0.0002 ; a5KO vs WT : p=0.0004;

).

Similairement a la délétion de la sous-unité a5, le a5-SNP D398N favorise donc la prise
de solutions d’alcool a fortes concentrations, mais différemment entre les males et les
femelles : de solutions a 56mg% chez les femelles, et seulement a partir de 112 mg% chez les

males. Aussi, 'altération du comportement d’auto-administration d’alcool chez les males
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n’est pas strictement identique entre les souris a5KI et a5KO. Ces résultats suggérent : (1) une

potentielle interaction entre le a5-SNP D398N et le sexe ; (2) que I'absence de a5-nAChR et la

présence de sa version mutée a5°3%8N induisent des modifications différentes dans la fonction

du nAChR (perte de fonction seulement partielle avec la sous-unité a5P3%8N ?) ; (3) ou bien que

des mécanismes de compensation sont mis en place dans I'un ou I'autre de ces cas. Certaines

de ces observations sont confirmées dans les chapitres suivants.
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Figure 23. Auto-administration intra-ATV d’alcool chez des males et des femelles a5KI porteurs du

a5-SNP D398N humain. Scores de préférence pour les solutions d’alcool a 56 ou 112 mg% chez les

males (gauche), et pour la solution d’alcool a 56mg% chez les femelles (droite). x p<0.05, xxx p<0.001

: effet génotype ; *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.001 : post-hoc Bonferroni/Dunn versus WT.
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Chapitre Il : Impact de la délétion et du SNP D398N de la sous-unité
a5-nAChR sur la consommation d’alcool et les phénotypes pré

consommatoires associés

[- Article 2

“Mice expressing allelic variant or deletion of CHRNAS show increased

alcohol consumption but opposite motivational profiles:

Preclinical support for Cloninger alcoholic subtypes”

Léa Tochon, Nadia Henkous, Morgane Besson, Noémie Dominique, Uwe Maskos, Vincent

David

Dans ce deuxiéme article, nous avons étudié les effets de la délétion constitutive ou
du polymorphisme D398N de la sous-unité a5-nAChR sur la consommation orale d’alcool, et
sur des traits phénotypiques connus pour favoriser sa consommation abusive : I'anxiété, la
recherche de sensation et I'impulsivité. A cette fin, nous avons testé des souris males et
femelles a5KI et a5K0 dans les tests du labyrinthe en croix surrélevé (EPM), de la préférence
de place pour la nouveauté (NPP) et de I'inhibition passive (SD), afin d’estimer respectivement
leur niveau d’anxiété, de recherche de nouveauté et de contréle comportemental
(correspondant a une dimension du spectre impulsif). A la fin de cette batterie de taches
comportementales, la consommation orale de ces souris a été évaluée dans un protocole

d’auto-administration intermittente, orale et volontaire d’alcool.

Nos données démontrent que les mutants a5Kl et a5KO consomment tout deux de plus
grandes quantités d’alcool a fortes doses que les WT, tout en affichant des phénotypes
émotionnels opposés. De fagon intéressante, ceux-ci évoquent fortement les deux profils de
TUALs humains établis par Cloninger et ses collegues ; avec le type | = plutot féminin, dit
« d’évitement » et caractérisé par une forte anxiété ; et a I'opposé, le type Il = masculin, dit
de «recherche de sensations». Aussi, nous avons constaté que la réexpression
neurospécifique de la sous-unité a5-nAChR dans les neurones GABAergiques de I'lPN, diminue
la consommation d’alcool et tend a restaurer le phénotype impulsif observé chez les souris

a5KO0.
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Ainsi, dans ce chapitre 2 nous confirmons a I'aide d’un second modeéle d’auto-administration
d’alcool (se conférer a I'intra-ATV du chapitre 1) que les deux mutations de la sous-unité a5-
nAChR déplacent la consommation d’alcool vers des solutions fortement concentrées, a la fois
chez les souris males et femelles avec a nouveau quelques différences dépendantes du sexe.
Nos données renforcent également lI'implication des neurones GABAergiques de I'IPN
exprimant la sous-unité a5-nAChR, dans le contrdle de la consommation. Enfin, nos données
révelent que les souris a5KI et a5KO sont toutes deux sujettes a la surconsommation de
solutions fortement alcoolisées tout en présentant des profils cognitivo-émotionnels opposés,
ce qui en fait des modeéles précliniques potentiels de deux types opposés de TUALs chez

I’lhumain.
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ABSTRACT

Background
Human genetic studies have implicated gene variants in the CHRNAS gene, encoding the a5
nicotinic acetylcholine receptor subunit, as risk factors for developing alcohol use disorders

(AUDs). Mechanisms through which they may influence these risks remain unknown.

Methods

To understand how a5-nAchR mutations may influence alcohol-drinking behavior and
preconsummatory traits relevant to AUDs (anxiety, sensation-seeking, impulsivity), we tested
male and female transgenic mice expressing the most common human polymorphic variant
(a5-SNP D398N; a5KI) or a deletion of the CHRNAS gene (a5K0), in the elevated-plus maze,
novelty-place preference and step-down tasks. Alcohol consumption of both mutant strains
was tested using an intermittent alcohol self-administration protocol. Finally, the implication
of the a5-expressing IPN-GABAergic neurons in these changes was assessed using

neurospecific lentiviral reexpression of the a5 subunit in a5KOxGAD-Cre mice.

Results

We found that a5KI and a5K0 both showed alcohol over-consumption for highly concentrated
solutions, while displaying opposite emotional profiles that strongly evoked Cloninger’s
typology of human AUD. While a5KI mice displayed Type I-like characteristics, i.e. mostly
female, ‘novelty avoidant’ and high anxiety; a5KO exhibited Type ll-like features such as
sensation seeking, low anxiety and impulsivity. Viral reexpression of the a5 subunit specifically
in GABAergic neurons of the IPN decreased alcohol consumption and improved the impulsive-

like phenotype observed in a5KO.

Conclusions

Mutations of the a5 subunit resulting in loss of a5*nAChRs function shifted the alcohol
consumption toward high doses. In contrast, a5-expressing IPN GABAergic neurons
contributed to the control of this alcohol intake. We suggest that preclinical models expressing
human genetic variants of a5*nAChRs (a5KI and a5KO mice) can help to identify different
motivations underlying AUDs, which could represent a major step toward the development of

personalized and more effective treatments.
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1. Introduction

Alcohol use disorder (AUD) is a world-wide problem, third-leading risk factor for
premature death and disability (1), with still few effective treatments (2). Treatment
development efforts in general have not taken into account heterogeneity in the etiology and
maintenance of AUD, and broad ranging alcohol treatments may not be applicable to all
subtypes of problem drinkers (3). Gaining a better understanding of the etiology and
maintenance of AUD is thus critical. AUD is a multifactorial condition known to have a strong
heritable component. Among genetic risk factors, human genetic studies have implicated gene
variants in the CHRNAS gene, encoding the a5 nicotinic acetylcholine receptor (nAChR)
subunit, in the risk of both nicotine and alcohol use disorders (4,5). For nicotine, the strongest
association was found with a missense mutation (a5-SNP D398N) of the CHRNAS gene, for
which the frequency in worldwide population is estimated at 28% and around 35% in Western
population (6—8). Yet studies examining the influence of the a5-SNP on alcohol phenotypes
have been inconclusive (9). At least one study has identified an association of the a5-SNP
D398N with symptoms of alcohol use disorder in individuals of European descent (10) while
others found no association with alcohol dependence (5,11-13). Still, there is a strong
correlation between smoking and alcohol abuse; 90% of alcoholics smoke and alcohol

dependence is 15 times more frequent in smokers than none smokers (14).

The a5-SNP of the CHRNAS changes codon 398 from GAT encoding Aspartate (D) to AAT
encoding Asparagine (N) (D398N) and it has been shown to affect calcium permeability and
concentration-response curves of receptor in cell culture studies (15,16). Rodent studies have
revealed that the a5-nAChR subunit expression is highly restricted to specific brain regions
known to be implicated in drug reward (VTA), aversion (MHb-IPN pathway), attention (mPFC)
and memory (hippocampus) (17,18). The strongest expression is found in GABAergic neurons
of the IPN (interpeduncular nucleus) (19,20). Similarly to human studies, rodent studies data
about the a5 subunit’s implication in alcohol dependence-related mechanisms are mixed. Rats
carrying the a5-SNP D398N self-administered more EtOH, required a higher dose of quinine
to reduce their ethanol (EtOH) intake, and showed higher levels of reinstatement in response
to EtOH and the cue together (21). While the loss of the a5-nAChR subunit in mice enhanced
acute EtOH-responsive behaviors resulting in lower tolerance, such as EtOH-induced
hypothermia and ataxia, hypnosis recovery time, and the anxiolytic-like response in mice;
without changing the EtOH metabolism (22,23). Regarding alcohol seeking, the a5 deletion
was not found to modify EtOH drinking behavior in the Drinking-In-the-Dark (DID) (22,23). It
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even attenuated EtOH conditioned place preference and reduced its intake in the DID
following restraint stress (23). In contrast, a systemic overexpression of the a5-containing
nAChRs (a5*nAChRs) in mice, resulted in a reduction in EtOH self-administration without
changing acute EtOH responses (24). Adolescent EtOH exposure resulted in persistent
reduction of a5*nAChRs in the posterior VTA of rats (25) and in human stem cells, exposure
to low EtOH concentrations reduced Chrna5 expression during early human development
(26). Thus, mechanisms by which a5*nAChRs may contribute to alcohol-dependence remain
unclear. Moreover, as pointed in the Brynildsen & Blendy, 2021 review (9), human studies
have already identified sex-specific effects in the influence of CHRNAS gene on for instance,
neural reactivity to smoking cues and smoking cessation (27), and sex-specific effects of
CHRNAGS deletion on anxiety-like behavior have been identified in mice (28), as of yet, only
one nicotine study in rodent models bearing the a5-SNP D398N has included females (29).
Little is known about neuronal mechanisms underlying the a5-subunit x sex interaction while
it could have important treatment implications. Moreover, in humans, alcohol abuse is
associated with specific personality traits such as anxiety, sensation seeking and impulsivity.
Each of these traits can be assessed using preclinical tasks which have been developed using
mouse models, and show good predictive validity. However, preconsummatory traits are
hardly ever assessed in drug studies. Therefore, using male and female mutant mice
expressing either the human a5-SNP D398N (a5KI), or a deletion of the CHRNAS gene (a5K0),
we sought to understand how a5 mutations may modify behavioral processes and neural

circuits involved in the vulnerability to AUDs.

First, we assessed whether the o5 deletion or the o5-SNP D398N modify
preconsummatory traits linked with alcohol abuse, namely anxiety, sensation-seeking and
impulsivity, by comparing behavioral responses of the a5KO, a5KI and WT mice in the

elevated-plus maze (EPM), novelty-place preference (NPP) and step-down (SD) tasks.

Second, we assessed whether the a5 deletion or the a5-SNP D398N would influence the
alcohol drinking behavior by comparing the oral EtOH self-administration levels of the a5KO,
a5KI and WT mice in an EtOH intermittent access (lA) protocol covering a wide range of

ethanol concentrations (3-60%).

Third, we studied the effects of the neurospecific reexpression of the a5 subunit in
GABAergic neurons of the IPN on impulsive-like and alcohol-drinking phenotypes of a5KO

mice virally reexpressing either the a5-subunit or only GFP in IPN GABAergic neurons. We used
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a5K0-a5'PN-GABA gnd a5KO-GFP'PN-GABA mijce in the SD and EtOH IA tasks to assess whether the
o5-reexpression in these neurons was sufficient to restore the impulsive-like and alcohol-

drinking phenotypes to WT levels.
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2. Methods and Materials

2.1.  Animal models

The study was conducted on male and female a5KI mice, expressing the SNP D398N of the
CHRNAS5 gene encoding for the a5-nAChR subunit (rs16969968) mutation (Forget et al. 2018);
a5KO mice with a constitutive deletion of the CHRNA5 gene (30) and their WT (C57BL6/))
controls. In tasks for which a behavioral phenotype was found, we used a5KO x GAD-Cre, i.e.
a5KO receiving a Cre recombinase-activated lentiviral expression vector to drive a5WT
exclusively in IPN GABArgic neurons. All WT, a5KO and a5KI mice used in this study were
littermates bred in our laboratory from cross-breedings of heterozygous (a5*°) mice. a5KO x
GAD-Cre mice were generated by the Pasteur Institute and housed in our facility for at least 1
month in the same room as WT, a5K0 and a5KI, matched for age and sex. Mice were housed
by groups of 5 to 10 in collective cages (840cm? floor area) separated according to their sex
and maintained at 22+1°C, under controlled hygrometrics and a 12:12 light-dark cycle (lights
ON at 7:00 AM). They were provided with food and water ad libitum. One week prior the start
of the first behavioral procedure, mice were isolated in individual cages and handled every
day, over 3 minutes/day for 5 days, to reduce fear reactivity to the experimenter and non-
specific experimental stress. All experiments were performed between 8:00 AM and 6:00 PM,
and mice were between 3.5 and 7.5 months old at the time of experimental testing which

corresponds to the mature adult age group (31).

This entire study was carried out with the approval of the Ethics Committee of the
University of Bordeaux (CEE50) and in accordance with the Guide for the Care and Use of

Laboratory Animals (NIH) and the European Directive (2010/63/EU).

2.2. Experimental design

Experiment 1: effects of a5 mutations on AUD-related behavioral traits

Twenty eight WT (15 5 13 @), 22 a5KI (10 5 12 ?) and 22 a5KO0 (11 & 11 ?) mice were
tested in a battery of three consecutive behavioral tasks to assess AUD relevant behavioral
traits prior to any alcohol exposure: (1) the EPM = elevated plus maze for anxiety; (2) NPP =
novelty place preference for sensation seeking; and (3) SD = step-down passive avoidance task
for impulsivity. Followed by a fourth task assessing their oral and voluntary alcohol drinking

behavior: (4) EtOH IA = EtOH intermittent access. The 72 mice had performed the four tasks
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at a frequency of one behavioral task per week. Males and females were tested on separated
days for the EPM, NPP and SD tasks but concurrently for the EtOH IA. 50 additional males and
females of each genotype were included in the EtOH IA to address the oral consumption

heterogeneity.

Forty-one other mice (WT: 7 37 @, a5Kl: 8 @ 7 @, a5K0: 6 & 6 ?) underwent the EtOH
IA protocol for collection of blood ethanol concentration data relative to this protocol. Blood
was collected twice, 30 min after the start of 40%-EtOH free access (2" 40%-EtOH session)

and then 30 min after the start of 60%-EtOH free access (2" 60%-EtOH session).

We also collected blood from 42 naive mice (WT: 95 7 @, a5Kl: 9 5 6 2, a5KO: 6 &5

Q) experiencing neither isolation, nor handling or behavioral task in order to assess the effect

of both a5 mutations on basal plasmatic corticosterone levels (pCORT).
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Fig. 1. Overview of experiments 1 and 2

(A): WT (in yellow), a5KI (in orange) and a5KO (in red) male and female mice were tested in three
consecutive behavioral tasks to assess traits: (1) the EPM = elevated plus maze for anxiety; (2) NPP =
novelty place preference for sensation seeking; and (3) SD = step-down passive avoidance task for
impulsivity. Followed by a fourth task assessing their oral and voluntary alcohol drinking behavior: (4)
EIA = EtOH intermittent access. 52 additional males and females were tested in the EIA. (B):
Concurrently, a5KO mice virally reexpressing either the a5-subunit or only GFP specifically in IPN
GABAergic neurons (respectively: a5K0-a5IPN-GABA in light green and a5KO-GFPIPN-GABA in dark

green) were tested in the SD and the EIA.
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Experiment 2: effects of the neurospecific reexpression of the a5 subunit in GABAergic

neurons of the IPN on impulsive-like and alcohol drinking behaviors in a5KO mice

Thirty seven a5KO x GAD-Cre (11 & 26 ?) mice underwent intra-IPN stereotaxic injections
of lentivirus (LVs) expressing either bicistronic a5-IRES2-eGFP or enhanced green fluorescent
protein (eGFP) cDNAs in order to express respectively: the a5-subunit (a5KO-a5'"N-GABA mice)

or only GFP (a5KO-GFP'PN-GABA mice) specifically in IPN GABAergic neurons.

About 7 weeks after stereotaxic surgery, these 19 a5KO-a5'"N-6ABA(6 g 13 @) and 18 a5KO-

GFP'PN-GABA(5 & 13 Q) were tested in the SD and the EtOH IA, concurrently to sex-matched WT,

a5KI and a5KO0 of the first batch, following the exact same procedure.

2.3.  Assessment of behavioral preconsummatory traits

Elevated Plus-Maze test (EPM). Anxiety-related responses were assessed in the elevated
plus-maze test (EPM) for 5 min. The experimental device was a cross-shaped maze in opaque
grey Plexiglas (60cm above the floor) made of two opposite closed arms (CA; length = 30cm,
width = 7cm) with 17cm high walls, and two opposite open arms (OA; length = 30cm, width =
7cm) without walls, connected by a 70 lux illuminated central square. Briefly, mice were
placed for 5 secinside a cylinder (25cm high, @ = 10cm) in the central square. Once the cylinder
removed, the videotracking system (Anymaze®, France) automatically started to record the
time spent in the open arms (OA TIME) and theirs extremities (Ex TIME). The mouse was
considered to be entered or taken out of an arm when the hind legs were engaged beyond
the dividing limit with the central area. The device was cleaned with 70% EtOH solution before
and after each mouse trial to avoid olfactive disturbance. The recorded parameters (OA TIME
and Ex TIME) were then expressed in cumulated sec per time segments of 30 sec and in

percentage on total test time (divided by 300 sec).

Novelty Place Preference (NPP). The novelty Place Preference or NPP test (32) was
conducted in an opaque grey Plexiglas box (42x14x20cm) divided in two compartments
differing in their colors and textures, and separated by a vertically sliding door. One
compartment consisted of two white walls, two grey walls and a smooth black floor; the other
consisted of three grey walls, one silver wall with circular hollows and a dark blue floor in
woven plastic. The mouse was first accustomed for a 15 min to one of the two compartments
that became the familiar compartment (FC). The FC was counterbalanced between mice, and

the number of entries in its center and corners was recorded by Anymaze®. At the end of the
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15 min-habituation, the central door was opened giving access to the novel compartment
(NC). The mouse was free to explore the entire box for 20 min during which the NC entry
latency and the time spent in FC and NC were recorded by Anymaze® (in a new videotracking
files). We then used the difference between NC time and FC time as a place preference score
for novelty (NPP score). A positive score reveals a preference, while a negative score reveals

an avoidance of the new compartment.

Step-Down Inhibitory passive avoidance task (SD). The Step-Down Inhibitory Passive
Avoidance Task evaluates the ability of a mouse to inhibit its natural exploratory response in
order to avoid an aversive stimulus (33). The mouse was placed on an “escape platform”, in a
conditioning chamber it has never visited before, consisting in a rectangular Plexiglas chamber
(45x30x25cm) with 72 stainless steel rods (3mm) spaced 5mm apart and connected to an
electric shock generator. Rodents naturally express an exploration behavior but during this
test, if the mouse comes down from the platform where it is originally dropped, an
intermittent electric shock (0.8 mA, 1 sec) is delivered through the ground until the mouse
comes back on the starting platform (named “escape platform”) marking the end of the trial.
Impulsivity was measured as the mouse's ability to inhibit its natural exploration behavior. On
the first day, one acquisition trial measured the step-down latency (SDL = time in sec before
getting down from the platform) and the escape latency (EL = time in sec before returning and
staying on the platform). These two parameters were re-evaluated during the next two trials,
24 and 26 hours after acquisition, and the freezing time displayed on the platform was also
measured and then expressed in percentage of time relative to the total test time (which

varied between mice).

2.4, Intermittent oral EtOH self-administration

Dose-response curve (3-60% EtOH). EtOH intermittent access protocol (EtOH IA) consisted
of giving intermittent 24h-access to EtOH on alternating days of the week with water available
ad libitum (34,35). The water bottle of experimental mice (in individual cages) was replaced
by two smaller homemade water bottles (Falcon™ 50 ml conical centrifuge tubes with
attached caps and steal teat). After one week of habituation (H.0/H,0), water in one of the
two bottles was replaced by an EtOH solution for 24h (EtOH/H;0), every other day. The two
bottles were weighed before and after each EtOH/H,0 session to determine the EtOH, H,0
and total fluid drinking volumes. Mice were also weighed at one-tenth of a gram before each

EtOH/H,0 session to express EtOH intake (El) in grams of EtOH per kilogram of mice
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(g/Kg/24h). At the end of the EtOH/H,0 session, the EtOH bottle was emptied, thoroughly
rinsed and filled with water for the next 24h-session. Mice had access to EtOH for two 24h-
sessions per week, during 4 weeks and bottles positions were regularly reversed to avoid
position preference bias. EtOH concentration was gradually increased from 3 to 60% with 3
sessions at EtOH 40% and 60% (total number of EtOH/H,0 sessions: 10). Two dose-response
curves describing the evolution of El (in g/kg/24h) and EP ratio (EtOH preference ratio = EtOH
drinking volume divided by total fluid drinking volume) in function of the EtOH concentration

were calculated.

2.5. Blood assays

Blood collection. Blood collection was performed under deep general anaesthesia
(isoflurane 4% in pure oxygen), either from the submandibular vein or, at the end of the
general procedure, from the trunk after decapitation. The blood was immediately collected in
tubes containing EDTA 10% (to prevent clotting) and centrifuged at 4°C for 10 min (3000 RCF,
121 mm ROTOR, 4705 rpm). Plasma was then transferred into fresh tubes and stored at -80°C

until used for CORT and BEC analysis.

pPCORT assessment. Total plasma corticosterone levels were assayed using the DetectX®
Corticosterone Enzyme Immunoassay Kit (sensitivity: 20.9 pg/mL; Ann Arbor, Ml, USA)
according to the manufacturer’s instructions. Samples and standards were run in duplicates,

and the coefficient of variance among the duplicates was less than 15%.

BEC assessment. Plasmatic EtOH levels were assayed using the EnzyChrom™ Ethanol
Assay Kit (ECET-100) purchased from BioAssay systems (sensitivity: 0.0008 vol %; Hayward,
CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. All samples and standards were run in

duplicates.

2.6. Lentiviral re-expression of the a5-nAChR subunit in IPN®*8A neurons of a5KO

Construction of lentiviral vectors. The bicistronic expression of mouse wild-type a5
subunit cDNAs and the eGFP cDNA were under the lentiviral re-expression. The lentiviral
expression vectors were derived from the pHR’s expression vectors first described by (36) with
several subsequent modifications (37). The IRES element (Internal Ribosome Entry Site)
enables the coordinated expression of two genes within the same vector, allowing the

monitoring of the delivery of the gene of interest using eGFP visualization. Bicistronic
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expression of mouse WT a5 cDNAs and the eGFP cDNA were under the control of the mouse
phosphoglycerate kinase (PGK) promoter. Viral particles were generated by co-transfection of
HEK-293T cells by the vector plasmid, a packaging plasmid and an envelope plasmid using
Lipofectamine Plus (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s
instructions. At 2 days after transfection, viral particles were harvested in the supernatant,
treated with DNasel and MgCl2, filtered through 0.45 mm pores, concentrated by
ultracentrifugation and re-suspended in a small volume of phosphate-buffered saline (PBS).
Viral stocks were stored in small aliquots at -80°C before use. Viral titers were estimated by
quantification of the p24 capsid protein using HIV-1 p24 antigen immunoassay (ZeptoMetrix

Corporation, Buffalo, NY, USA) according to the manufacturer’s instructions.

To create thepTrip!U3-PGK-"5-IRES2-eGFP, a two-step strategy was used. First, the a5 cDNA
from pCS2+ plasmid, was cloned into the pIRES2-eGFP expression plasmid (Clontech) between
Xhol and EcoRI of the multiple cloning sites. Then, in the pre-existing pTRIP-B2-IRES2-eGFP
lentiviral vector the fragment coding for B2-IRES2-eGFP was replaced by the fragment a5-

IRES2-eGFP between the Xhol and BsrGl sites. Further details can be found in (37,38).

Lentiviral re-expression. a5KO x GAD-Cre (n=37) mice were injected bilaterally into the
IPN with LVs expressing enhanced green fluorescent protein (eGFP; a5KO-GFP'PN-GABA myjce,
n=18) or bicistronic a5"T-IRES2-eGFP (a5KO-a5'"N-¢A8A mice, n=19) cDNAs. Vectors carrying
either a5-IRES2-eGFP or only eGFP under control of the PGK promotor (phosphoglycerate
kinase) were used to generate viral particules in HEK-293T cells. Immediately before
stereotaxic injections, lentiviruses were diluted in PBS to achieve a dose of injection of 1.7-1.9
x106TU in 2ul (equivalent to 150ng of p24 protein for bi-cistronic viruses). To create the
conditional lentivectors the same sub-clonning strategy was used. In the previously described
lentivector pTrip PDGF-floxed-mCherry-eGFP-WPRE we took advantage of the compatibility
between Sall and Xhol restriction sites to replace the eGFP cDNA by the fragment coding for

the a5 subunit.

Lentivirus stereotaxic injections. a5KO x GAD-Cre mutant mice aged of 10 weeks were
anaesthetized using 250ul of ketamine (Merial, France)/xylazine 0.05% (Bayer Healthcare,
France) in PBS and placed into a stereotaxic frame. Lentivirus (2ul at 75ng p24 protein per pl
for bicistonic lentiviral vectors and 2l at 25ng p24 protein per ul for eGFP vector) was injected
bilaterally at: antero-posterior +0.2 mm from lambda, lateral: £0.0 mm from sagittal line, and

-3.5 mm from the surface. All procedures were approved by Animalerie Centrale and
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Medecine du Travail, Institut Pasteur and the authors carrying out surgery hold an Animal

Surgery Authorization from the French Ministry of Agriculture.

Histological controls. Lentiviral re-expression was controlled at the end of the behavioral
procedure by histological analysis of eGFP expression. Mice were euthanized by decapitation
under deep general anaesthesia (isoflurane 4% in pure oxygen). Brains were quickly removed
and incubated at 4°Cin a 10% formol-saccharose solution. 24 hours later, they were incubated
48 hours in a 30% formol-saccharose solution before being cut into coronal 50um slices with
a freezing microtome (Leica). Sections were mounted on gelatin coated slides and

coverslipped with Eukitt to be finally examined through fluorescence microscopy.
2.7.  Statistics

All data were expressed as mean = SEM and normal distribution of data was tested with
the Kolmogoroff-Smirnov test. Statistical analyses were first performed using two or three-
way analyses variance (ANOVA), with two between-subject factors: ‘genotype’ (WT, a5KO,
a5Kl) and ‘sex’ (males, females) and one within-subject factor with repeated measures
depending on the studied parameter: ‘delay’ (time in sec or min), ‘zone’ (corner, center), ‘trial’
(acquisition, trial 24h, trial 26h), ‘dose’ (3, 6, 10, 20, 40, 40, 40, 60, 60, 60%). To analyse the
genotype effect specific to each sex, we performed one or two-way ANOVA with one between-
subject factor ‘genotype’ (WT, a5KO, a5Kl) and one within-subject factor with repeated
measures depending on the studied parameter as described above. For all ANOVA, Post-hoc
Bonferroni/Dunnett’s multiple comparisons analyses were performed when adequate. We
also performed direct comparison between male and female WT data using one or two-way
ANOVA with the one between-subject factor ‘sex’ (males, females) and one within-subject
factor with repeated measures depending on the studied parameter. For zone entries % data
in NPP habituation, the paired t-test was used to determine whether the center entries %
differed significantly from corners entries %. For correlations, simple linear regression
analyses were performed with BAC as dependant variable and El as independent variable. For

all tests, p<0.05 was considered statistically significant.
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1. Results

Experiment 1: effects of a5 mutations on AUD-related behavioral traits and alcohol-drinking

behavior

Anxiety-like phenotype of a5Kl and a5KO mice

WT males and females showed similar progressive increase in time spent in the EPM
open arms (OA; delay effect: F(9,594)=165.57, p<0.0001; sex effect: p=0.96, ns; figure 2A).
They spent 22+2% of the total test time in open arms (OA), and 7+1% in their extremities (Ex)
with females spending about half time less than males (M: 25+3%, F: 18+3%; sex effect:

p=0.076 ns, figure 2B; M: 94+2%, F: 5+1%; sex effect: p=0.080 ns, figure 2C).

Concerning nicotinic mutants, both a5KO and a5KI differed from their WT littermates but in
an opposite way, leading to a highly significant genotype effect on the three recorded
parameters (OA time s: F(2,66)=10.25, p=0.0001 with delay x genotype interaction: p<0.0001;
OA time %: F(2,66)=17.98, p<0.0001; Ex time %: F(2,66)=6.39, p=0.0029; figure 2A-C). Indeed,
a5KO0 spent significantly more time than WT and a5KI in the OA (40+4% vs 22+2% vs 18+2%;
a5K0 vs WT: p<0.0001, a5KO vs a5Kl: p<0.0001; cumulated in sec, a5KO vs WT: p=0.0020,
a5KO0 vs a5KI: p<0.0001, figure 2A,B) and their end (Ex % time: 14+3% vs 7£1% vs 5£1%; a5KO
vs WT: p=0.0085, a5KO vs a5KI: p=0.0011, figure 2C). Conversely, a5KI tended to spend as
much or less time than WT in the OA (18+2% vs 22+2%, figure 2A,B) and their end (Ex% time:
5+1% vs 7+1%, figure 2C).
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Fig. 2. Anxiety and sensation seeking-like phenotypes in a5KI and a5KO mice

(A-C): anxiety-related behavior as assessed with time spent on the EPM open arms (OA) per time

segments (A) or on total test time (B), and on their extremities (Ex; C). (D-E): Sensation seeking-related

behavior indicated by the novel compartment (NC) entry latency (E, left) and the novelty place

preference (NPP) score (E, right) during test trial. (D): Anxiety-related behavior in response to the

introduction inside the NPP apparatus indicated by relative percentage of entries in the corners versus

the center of the habituation compartment (FC). 222p<0.001: delay effect; **p<0.01, ***p<0.001:

genotype effect; Sp<0.05: sex effect; xxp<0.01, xxxp<0.001: delay x genotype interaction; §§§p<0.001 :

delay x sex interaction; oop<0.01, 000p<0.001: a5KO vs WT (bonferroni post-hoc); QQp<0.01,

000p<0.001 : a5Kl vs a5KO (bonferroni post-hoc); :- :- :- : p<0.001: zone x genotype interaction;

XXp<0.01, XXXp<0.001 : FC center vs FC corners entries % (paired t test).
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In both sex groups, a5K0 displayed a hypoanxious response as compared to their sex-matched
WT while on the contrary a5KI tended to be more anxious. These effects were more
pronounced in males than in females. Both a5KO males and females showed a sharp increase
in the time spent in the OA, while a5Kl showed a more moderate one, as expressed by
significant delay x genotype interactions (M: F(18,297)=7.99, p<0.0001; F: F(18,297)=3.50,
p<0.0001 ; figure 2A). The global genotype effect for these parameter reached statistical
significance only in males (M: F(2,33)=9.37, p=0.00060, a5KO vs WT: p=0.0030, a5KO vs a5KI:
p=0.0002; F: p=0.10 ns; delay x sex interaction: F(9,594)=2.99, p=0.0017), as for the Ex time
(M: F(2,33)=4.41, p=0.019, a5KO vs WT: p=0.027, a5KO vs a5KI: p=0.0084; F: p=0.13 ns; sex
effect: F(1,66)=6.45, p=0.013; figure 2C). The total OA time % was significantly higher in a5KO
than WT and a5KI in both sex analyzed separately (M: F(2,33)=9.49, p=0.0006, a5KO vs WT:
p=0.0020, a5KO vs a5KI: p=0.0002; F: F(2,33)=8.46, p=0.0008, a5KO vs WT: p=0.0009, a5KO
vs a5Kl: p=0.0008; figure 2B).

Sensation seeking-like phenotype in the NPP

WT males and females both showed a marked preference toward NC over FC, as revealed
by positive NPP scores progressively increasing over test time (delay effect: F(9,594)=20.14,
p<0.0001; figure 2E right). Their NC entry latency was around 1411 sec, with no significant

difference between males and females (M: 1311, F: 1612 sec, figure 2E left).

Compared to WT, a5KO and a5KI mice displayed no significant differences, neither in their
NPP scores, nor in their NC latencies of entry (figure 2E). However, in contrast with WT and
a5KO males, the NPP score of a5KI males clearly decreased over test time (figure 2E right). In
support, the one-way analysis performed on males data revealed a significant delay x
genotype interaction (F(18,297)=2.49, p=0.0008). Moreover, we found different behavioral
responses between a5K0, a5KI and WT to the habituation phase (15min-familiarization to FC)
statistically expressed by a significant zone x genotype interaction (F(2,66)=5.28, p=0.0074,
figure 2D). Indeed, WT males and females crossed the FC center more often than the FC
corners (58+2% vs 41+2%, paired t-test: p=0.0005). This effect was exacerbated in a5KO
(62+2% vs 38+2%, paired t-test: p<0.0001) and inversely attenuated in a5KI (50%+3% vs
50+3%, paired t-test: p=0.95 ns).
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Separately, we found that a5KO males, similarly to WT males, crossed the center significantly
more often than the corners of the FC (a5KO: 60+3% vs 40+3%, paired t-test: t(14)=4.22, p=
0.0040; WT: 61+3% vs 39+3%, paired t-test: t(10)=3.70, p=0.0009, figure 2D), while a5KI males
tended to do the opposite (46+4% vs 54+4%, paired t-test: p= 0.41 ns). In females, a5KI and
WT the FC center as frequently or more than its corners (no significant difference between
center and corners entries %; a5Kl: 53£5% vs 47+5%, paired t-test: p= 0.60 ns; WT: 56+3% vs
44+3%, paired t-test: p=0.12 ns; figure 2D), while a5KO crossed significantly more often the
FC center than its corners (6414% vs 36+4%, paired t-test: t(10)=3.50, p=0.0056).

Impulsive-like phenotype in the SD

During the acquisition trial, WT males and females jumped down from the platform after
5+0.5 sec (SDL= step-down latency) and took on average 31.7+4 sec to come back and stay on
it (EL= escape latency; figure 3A,B). WT females exhibited significantly lower SDL and higher
EL as compared to WT males (SDL: 3.9+0.4 vs 5.9+0.8, F(1,26)=4.55, p=0.042; EL: 4617 vs 19412,
F(1,26)=16.19, p=0.0004; figure 3A,B). But the following significant increase of the SDL,
combined to the significant decrease of the EL observed in both sex 24 and 26h later indicated
that all WT properly learnt the task (trial effect on SDL, M: F(2,66)=70.22, p<0.0001, F:
F(2,66)=37.88, p<0.0001; trial effect on EL, M: F(2,66)=54.63, p<0.0001, F: F(2,66)=64.36,
p<0.0001; figure 3A,B): they all waited longer than the previous day before getting down from

the platform but also went back faster on it.

Analysis of SDL and EL revealed no significant difference in either a5KO or a5KI compared to
WT during the acquisition trial (SDL, WT: 5+0.5, a5KO: 6+1, a5KI: 6+1; EL, WT: 31.7+4, a5KO:
28.615, a5KI: 26.415; figure 3A,B), and they all exhibited significant increases of their SDL and
decreases of their EL on the following trials (trial effect on SDL, a5KO: p<0.0001, a5KI:
p<0.0001; trial effect on EL, a5KO: p<0.0001, a5Kl: p<0.0001). There was no significant
difference between the EL of the WT, a5KO and a5Kl in the trials at 24 and 26h (figure 3B).
Nevertheless, we noticed that a5KI males and females took longer than WT to step down from
the platform, while a5KO stepped down earlier than WT and a5KI at trial 24h (genotype effect:
F(2,66)=5.58, p=0.0057, a5KO vs a5KI: p=0.0018; figure 3A). During this trial, we also recorded
the freezing % expressed on the platform (before stepping down from it) and found that a5KI
males and females expressed more freezing than WT (genotype effect: F(2,66)=3.61, p=0.032,
a5KI vs WT: p=0.012; figure 3C top). During the last trial (26h post-acquisition), the SDL of

a5KI and WT mice increased dramatically (respectively: 64+13 and 42411 sec vs 150+19 and
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144+18 sec) compared to those of a5K0 (15+11 vs 72+11 sec; figure 3A). These differences
were supported by another significant genotype effect on SDL at trial 26h (F(2,66)=6.39,
p=0.0029; a5KO vs WT: p=0.0033; a5KO vs a5Kl: p=0.0029) and a global genotype effect
(F(2,66)=7.35, p=0.0013) with a trial x genotype interaction (F(4,132)=5.00, p=0.009) in
repeated measures ANOVA including the 3 trials. Again, as in the trial at 24h, a5KI displayed
higher anxiety as compared to WT and a5KO, with higher freezing rates (F(2,66)=13.35,
p<0.0001, a5KI vs WT: p=0.0004; a5KI vs a5KO: p<0.00010; figure 3C bottom).

In both sexes, a5KO displayed lower behavioral control (i.e. decreased SDL) as compared to
their sex-matched WT while a5KI displayed as much or more control (increased SDL); but
these SDL differences were only significant in females (M: p=0.065 ns; F: F(2,33)=5.90,
p=0.0064, a5KO vs WT: p=0.0060, a5KO vs a5KI: p=0.0043, trial x genotype interaction:
F(4,66)=4.50, p=0.0028; figure 3A). The two-way (genotype and sex) analysis on repeated
measures revealed a significant sex effect (F(1,66)=11.64, p=0.0011) with a strong trial x sex
interaction (F(2,132)=9.23, p=0.0002) for the SDL parameter. This latter was due to significant
sex differences in a5KO and a5KI but not in WT mice: though the 3 trials a5KO and a5KI
females exhibited shorter SDL than a5KO and a5KI males (sex effect in a5KO: F(1,20)=7.01,
p=0.015, a5KI: F(1,20)=5.78, p=0.026 and WT: p=0.19 ns) and thus potentially less behavioral
control than their sex-matched males. Finally, the total freezing time % is significantly higher
in a5KI than WT and a5KO in both sex analysed separately (M: F(2,33)=7.04, p=0.0028, a5KI
vs WT: p=0.012, a5KI vs a5KO: p=0.00080; F: F(2,33)=6.54, p=0.0040, a5KI vs WT: p=0.0049,

a5KI vs a5K0: p=0.0028; figure 3C) and no sex effect was found for this parameter.
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Fig. 3. Impulsive-like and alcohol drinking behaviors in a5KI and a5KO mice.

(A-C): Impulsivity-related behavior assessed in the step-down (SD) task and indicated by the SD latency:
the ability to inhibit exploration behavior by staying as long as possible on the platform (A). (B): time
takes to return on the platform and during which electrical shocks are delivered, for the trials
performed 24h (top) and 26h (bottom) after acquisition. (C): Anxiety-related behavior induced by the
SD task and indicated by the freezing time expressed on the platform during the trials at 24h (top) and
26h (bottom). (D-E): Dose-response curves of oral EtOH intake (El; g/kg/24h) and EtOH preference
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ratio (over water; EP) in males (left) and females (right). 2X3p<0.001: trial/dose effect; *p<0.05,
*%p<0.01, ***p<0.001: genotype effect; $p<0.05 SSSp<0.001: sex effect; xp<0.05, xxp<0.01,
XXXp<0.001: trial/dose x genotype interaction; §§§p<0.001: sex x dose interaction; €€p<0.01: sex x dose
X genotype interaction; op<0.05, 00p<0.01, 000p<0.001: a5K0 vs WT (bonferroni post-hoc); 2p<0.05,
22p<0.01, 222p<0.001: a5KI vs WT (bonferroni post-hoc); QQp<0.01, QQ0p<0.001 : a5Kl vs a5KO

(bonferroni post-hoc).

Alcohol drinking behavior in the EtOH IA protocol

WT males and females voluntary drank EtOH solutions from the 1% to 10%" session. They
showed El (EtOH intake) and EP ratio (EtOH preference) data from 1.04+0.1 g/Kg/24h and
0.3940.05 with the EtOH solution at 3%, to 12.3+1.2 g/Kg/24h and 0.20+0.02 at 60%. El
progressively increased with the EtOH concentration in both males and females but there was
a leftward shift in the dose effect in the latter, leading to a significant sex x dose interaction
(F(9,1044)=21.61, p<0.0001; figure 3D) : WT females exhibited higher EI than WT males for
EtOH solutions from 3 to 40%, but it bluntly decreased at 60% while still increasing in males.
Consistently, EP ratios were higher in WT females than in WT males from the session at 3% to
the 2" session at 40%, then EP ratios tended to be higher in WT males than in WT females
(sex x dose interaction: p=0.051; figure 3E). In terms of total fluid intake (EtOH + H,0), we
found that on a 24h-period mice drank a mean volume of 3 ml with no difference between
males and females. Since females are lighter than males (F: 25+0.1g vs M: 33+0.2g,
F(1,116)=146.67, p<0.0001), female WT showed higher total fluid intake than male WT when
reported to the weight (F: 2.6+£0.05ml/20g vs M: 2.0+0.3ml/20g, F(1,46)=46.74, p<0.0001).

Dose-response curves for El and EP ratio were highly modified by the two a5 mutations
(genotype effect on El: F(2,116)=14.32, p<0.0001 and EP: F(2,116)=8.53, p=0.0003 dose-
response curves; figure 3D,E). Both a5KO and a5KI mice showed higher El and higher EP ratio
than WT for the sessions with 40 and 60% EtOH but did not differ from WT for the sessions
with 3, 6, 10 and 20% EtOH. No difference compared to WT was found in term of total fluid
intake (a5KO: 2.4+0.05, a5KI: 2.4+0.04, WT: 2.3+0.03 ml/20g). Importantly, a5 mutations
differently modified EtOH consumption depending on sex, as supported by sex x dose
interactions for the El and EP parameters (El: F(9,1044)=21.61, p<0.0001 and EP:
F(9,1044)=7.30, p<0.0001). Indeed, a5K0 and a5KI males differed the most from WT males at
concentration as high as 60%, with respective 60%-El of 23.3+1 and 21.9+1 versus 13.8+1
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g/kg/24h in WT (3 sessions at 60%, F(2,58)=9.82, p=0.0002, a5KO vs WT: p=0.0003, a5KI vs
WT: p=0.0006; figure 3D left) and respective 60%-EP ratio of 0.42+0.02 and 0.39+0.02 versus
0.25+0.02 in WT (3 sessions at 60%, F(2,58)=9.33, p=0.0003, a5KO vs WT: p=0.00040, a5KI vs
WT: p=0.00070; figure 3E left). At this concentration in females, only a5KI significantly differed
from the WT with EP ratio of 0.25+0.02 versus 0.18+0.02 in WT (and 0.210.02 in a5KO;
genotype effect: F(2,58)=3.18, p=0.048; a5KI vs WT: p=0.015, a5KO vs WT: p=0.19 ns; figure
3E right). Contrary to males, the genotype effect on 60%-El did not reach significance in
females (figure 3D right). Both a5KO and a5KI females differed the most from WT females at
concentration as high as 40%, with respective 40%-El of 20.9+1 and 18.1+1 versus 13.6%1
g/kg/24h in WT (3 sessions at 40%, F(2,58)=8.83, p=0.0004, a5KO vs WT: p=0.0002, a5KI vs
WT: p=0.0004; figure 3D right) and respective 40%-EP ratio of 0.56+0.04 and 0.49+0.03 versus
0.3440.02 in WT (3 sessions at 40%, F(2,58)=6.23, p=0.0035, a5KO vs WT: p=0.0020, a5KI vs
WT: p=0.0123; figure 3E right). In contrast to females, the genotype effect on 40%-El and 40%-

EP did not reach significance in males (figure 3D-E left).

BEC induced by the 40 and 60%-El in the EtOH IA protocol

On a 30min-session no significant difference was found between a5 mutants and WT in terms
of either 40%-EI/EP (figure 4B), or 60%-EI/EP (figure 4C). Nevertheless, males self-
administered significantly more 40%-EtOH than females on this 30min period (WT, M: 3.0+0.8
vs F: 1.2+0.3; a5KO, M: 2.4+0.5 vs F: 1.8+0.4; a5KI, M: 1.940.1 vs F: 1.740.3; in g/Kg/30min;
sex effect: F(1,32)=5.47, p=0.025; figure 4B). Additionally, we found that in both males and
females, the measured BEC data were positively correlated to their relative 40%-El and 60%-
El data (M: F(1,41)=10.70, p=0.0022, figure 4D; F: F(1,34)=30.13, p<0.0001, figure 4E). To
make direct comparisons of BEC between mice, we then divided the BEC (in mg/mL) of each
mouse by their corresponding El (in g/Kg/30min); which gave the BEC for 1 g/Kg/30min El
(figure 4F). No genotype or sex difference was found with BEC for 1 g/Kg/30min El of: 0.74+0.1
(M) and 1.11+0.2 (F) in WT, 1.08+0.4 (M) and 0.82+0.2 (F) in a5KO and 1.2+0.3 (M) and
0.7240.2 (F) in a5KI (figure 4F).
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Fig. 4. Plasmatic corticosterone (pCORT) and blood ethanol (BEC) concentrations in a5KI and a5KO
mice

(A): Basal stress levels in naive mice estimated by plasmatic corticosterone concentrations (p[CORT]).
(B-F): BEC induced by the 40 and 60%-El in the EtOH IA protocol with: El data on a 30min period with
EtOH solutions at 40% (B) and 60% (C), BEC of male (D) and female (E) mice in function to their
corresponding 40 and 60%-El. (F): Estimation of the mean BEC of each genotype for an El of
1g/Kg/30min. **p<0.01, ***p<0.001: genotype effect; 22p<0.01: a5KI vs WT (bonferroni post-hoc);
000p<0.001 : a5Kl vs a5KO (bonferroni post-hoc).

Effect of a5 mutations on a stress-related biomarker: basal plasmatic corticosterone assay

Naive WT mice exhibited basal plasmatic corticosterone concentrations (pCORT) of
23.4+5 ng/ml, with no significant difference between males and females (M: 21.4+4, F:

25.9+10 ng/ml; figure 4A). Compared to WT, a5KI showed significantly higher pCORT levels
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(40.2+5 ng/ml) while a5KO showed lower pCORT levels (12.7+1 ng/ml; genotype effect:
F(2,36)=9.83, p=0.0004, a5KI vs WT: p=0.0074, a5KO vs WT: p=0.10 ns, a5KIl vs a5KO:
p=0.0002; figure 4A). No global sex effect was revealed by the ANOVA, but when analyzed per
sex, the genotype effect reached statistical significance only in males (M: F(2,21)=9.47,
p=0.0012, a5KI vs WT: p=0.0078, a5KO vs WT: p=0.13 ns, a5Kl vs a5KO: p=0.0004; F: p=0.065

ns; figure 4A).

Experiment 2: Effects of the neurospecific reexpression of the a5 subunit in GABAergic

neurons of the IPN
Histological control of LV induced reexpression

Histological analysis showed that in all a5KO-GFP'PN-GABA gand a5KO-a5'PN-GABA mice
included in this study (n=37), only IPN neurons were infected by the injected LVs. Strong eGFP
signals could be visualized in the rostral subnucleus of the IPN (IPR) known for carrying the
highest density of GABAergic neurons in the IPN and for carrying the highest density of native
a5-nAChR subunit (figure 5A).

Role of the a5-expressing IPN GABAergic neurons in the impulsive-like phenotype

The analysis of SDL revealed no significant difference compared to WT in the
acquisition trial (figure 5B), and all mice exhibited significant increases of their SDL and
decreases of their EL on the following trials (trial effect, SDL: F(2,158)=82.28, p<0.0001; EL:
(2,158)=75.84, p<0.0001; figure 5B,C). Thus, neither a5KO-GFP'PN-GABA nor a5KO-a5'PN-GABA
mice were impaired in the acquisition of this task. We found no significant difference between
the EL of the WT, a5KO, a5KO-GFP'PN-GABA gnd a5KO-a5'PN-GABA mice in the trials at 24 and 26h
(figure 5C). However, in the trial at 24h, while a5KO-GFP'"N-6ABA males exhibited SDL similar to
a5KO0 ones (29.8+8 vs 21.3+11 sec; figure 5B left), a5KO-a5'"N6ABA males exhibited SDL higher
and close to WT ones (62.1+27 vs 53.9+17 sec; figure 5B left). However, this genotype effect
did not reach statistical significance and was not found in the trial at 26h where all genotypes
showed mean SDL ranging between 111.3 and 163.2 sec (figure 5B left). Therefore, a5
reexpression in IPN GABAergic neurons only tended to restore the behavioral control to WT
levels at the 24h-trial in males. Differently as males, SDL of a5KO-a5'"N6ABA females were
similar to WT ones and significantly higher than a5KO-GFP'PN-6ABA gnd a5KO ones in the trial
at 26h but not at 24h (in sec, a5KO-a5'"N-6A8A: 101.1+30 and WT: 122.4+25 vs a5KO-GFP'PN-
GABA. 53,2418 and a5K0: 32.8+11; F(3,46)=3.16, p=0.033; figure 5B right). These genotype and
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sex differences were also supported by global (though the 3 delays and M+F) significant main
effects of sex (F(1,79)=7.71, p=0.0069) and delay x genotype and delay x sex interactions
(delay x genotype: F(6,158)=2.31, p=0.036, delay x sex: F(2,158)=7.32, p=0.0009; figure 5B).

Moreover, the a5 reexpression in IPN GABAergic neurons significantly increased the freezing
% time expressed during the trial at 26h of a5KO males and females (genotype effect:
F(3,79)=13.38, p<0.0001; figure 5D bottom). Indeed, the a5KO-a5'"N-6A8A mice exhibited the
highest percentage of freezing (37.5+6 %) compared to o5KO-GFP'PN-GABA (12 6+3 %;
p<0.0001), a5KO (8.2+2 %; p<0.0001) and even WT mice (14.41+2 %; p<0.0001; figure 5D
bottom). This freezing increase was still highly significant in males and females analysed
separately (genotype effect in M: F(3,33)=6.15, p=0.0019, a5KO-a5'"N-6ABAy s q 5KO-GFP'PN-GABA:
p=0.0077, a5KO-a5'"N-GABA ys q5KO: p=0.00020, a5KO-a5'PN-GABA ys WT: p=0.0010; in F:
F(3,46)=7.79, p=0.0003, a5KO-a5'PN-GABA ys q5KO-GFPPN-GABA: h=0.0005, a5KO-a5'PN-GABA ys
a5K0: p<0.0001, a5K0-a5'"N-6ABA ys WT: p=0.0010; figure 5D).

Role of the a5-expressing IPN GABAergic neurons on alcohol intermittent drinking

Over the 10 EtOH sessions, a5KO and oS5KO-GFP'PN-GABA mgales and females self-
administered significantly more EtOH than WT and a5KO-a5'"N-GABA (respectively, 13.5+0.7 and
12.5+0.7 versus 9.2+0.4 and 9.9+0.5 g/kg/24h; F(3,79)=9.36, p<0.0001, a5KO-a5'PN-GABA yg
a5K0: p=0.0010, WT vs a5KO: p<0.0001, WT vs a5KO-GFP'PN-GABA: n=0.0017) but with a
significant dose x genotype x sex interaction (F(27,711)=2.13, p=0.0008; figure 5E-F). In males,
the neurospecific reexpression of the a5 subunit in IPN GABAergic neurons efficiently reduced
the EtOH self-administration: a5KO-a5'™N-¢ABA males exhibited lower El and EP ratio than
a5KO-GFP'PN-GABA throughout the procedure (El, 6.5+0.6 vs 11.7+1.0 g/kg/24h, main genotype
effect: F(3,33)=14.50, p<0.0001, a5KO-a5'"N-GABA 5 q5KO-GFP'PN-GABA: h=0.0022 figure SE left;
EP, 0.33+0.04 vs 0.46+0.04, p=0.18 ns, figure 5F left). Even if the a5KO-GFP'PN-GABA did not
reach 60%-El and 60%-EP as high as a5KO ones, the a5 reexpression greatly reduced them:
the El levels were even almost halved in a5KO-a5'""N-6ABA compared to their GFP controls
(9.6+0.9 vs 17.1+1.4 g/kg/24h, figure 5E left). In females, although the dose-response curves
of a5K0-a5'"N-6ABA mice tended to be closer to the WT ones than to the a5KO-GFP'PN-GABA gnd
a5KO ones (figure 5E-F right), we did not find any significant effect for the a5 reexpression on
EtOH drinking behaviour, even during sessions with EtOH 40% (a5K0-a5'"N-6ABA yersus a5KO-
GFP'PN-GABA for EI: 14.6+1.4 vs 17.8+1.5, figure 5E right; for EP: 0.32+0.03 vs 0.44+0.04, figure
5F right).
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Fig. 5. Effects of the reexpression of the a5 subunit in GABAergic neurons of the IPN on impulsive-
like and alcohol drinking behaviors of a5KO mice

(A): Impulsivity-related behavior indicated by the SD latency. (B): escape latencies for the trials
performed 24h (top) and 26h (bottom) after acquisition. (C): Anxiety-related behavior induced by the
SD task and indicated by the freezing time expressed on the platform during the trials at 24h (top) and
26h (bottom). (D-E): Dose-response curves of oral El (g/kg/24h) and EP ratio in males (left) and females
(right). 223p<0.001: trial/dose effect; *p<0.05, ***p<0.001: genotype effect; Sp<0.05, $5p<0.01,
S$85p<0.001: sex effect; xp<0.05, xp<0.05, xxxp<0.001: trial/dose x genotype interaction; §§§p<0.001:
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sex x dose interaction; €€p<0.01: sex x dose x genotype interaction; @@p<0.01, @@Bp<0.001: a5KO0-
a5'PNGABA s a5KO (bonferroni post-hoc); @00p<0.001 : a5KI a5K0-a5"N-54BA ys WT (bonferroni post-
hoc) ; ppPp<0.001 : a5K0-a5"V-6484 ys a5KO-GFPPN-5ABA (bonferroni post-hoc) ; Barp<0.001 : a5KO-
GFP'PN-GABA ys a5KO (bonferroni post-hoc); 000p<0.001: a5KO0 vs WT (bonferroni post-hoc).

2. Discussion

Genome wide studies have provided consistent evidence for a role of the a5-SNP
(rs16969968) in nicotine dependence. Although a link with alcohol abuse has been suggested
as well, so far mixed results support this idea. Here, we investigated effects of either the most
common SNP, or a deletion of the a5-encoding gene, on behavioral traits associated with
AUDs and alcohol-drinking behavior in response to a wide range of ethanol concentrations.
To this end, we used male and female a5Kl and a5KO mice. We first observed that,
surprisingly, these two mutant strains show opposite anxiety-like phenotypes. In accordance
with their lower basal corticosterone levels (used as a stress biomarker), a5KO exhibited lower
anxiety as compared to WT, spending more time in the EPM open arms (and their extremities)
and expressing less freezing in the SD, where they exhibited an impulsive phenotype as
revealed by lower step-down latencies. In contrast, a5KI males and females showed good
behavioral control and tended to be hyperanxious judging by an increase in freezing in the SD,
a decrease in the time spent in the EPM open arms/extremities, and higher basal
corticosterone levels. Furthermore, a5KI males showed a decreased novelty preference in the
course of the NPP task. Importantly, although useful for interrogating the function of
a5*nAChRs in animal models, the deletion of CHRNA5 does not recapitulate functional
alterations associated with the SNP. The anxiety-like phenotypes are consistent with previous
studies reporting that a5KO female mice are hypoanxious (28) but hyperanxiety in males
reexpressing the a5-SNP D398N (37). However, they also found either no change (28) or
hyperanxiety (37) in a5KO males, while ours displayed hypoanxiety. The anxiety-related
responses exhibited by our nicotinic mutants across the different behavioral tasks are in
accordance with their basal stress levels estimated by plasmatic corticosterone: a5KO
displayed low anxiety and lower pCORT levels while a5KI displayed high anxiety and higher
pCORT levels. The a5 subunit is highly expressed in adrenal glands of humans (39) and mice

(40), where it can influence plasmatic cortisol and corticosterone levels respectively. Our

141



results are consistent with the idea that a5*nAChRs could influence the hypothalamic-

pituitary-adrenal axis function and stress-related behaviors.

The reduced behavioral control observed in a5KO is also consistent with the expression
a5*nAChRs within the mPFC, where they are known to play a critical function in the
development of cortical neurons and in attentional processes (41-43). a5KO mice exhibit
disrupted attentional performance in the 5-choice serial reaction time test (41). Our results
are also consistent with a previous study showing that mice over-expressing a3a54*nAChRs
exhibit less impulsive-like behavior than WT controls, and this phenotype is related to the

numbers of copy of this transgene (44).

Finally, we assessed alcohol addictive properties using an oral, voluntary and intermittent
self-administration protocol at different ethanol concentrations. Despite their opposite
emotional profiles, both a5KO and a5KI mutant strains exhibited a drastic increase in alcohol
consumption as compared to their WT littermates, at concentrations as high as 60% in males
and 40% in females. They did not differ from WT for the sessions with 3, 6, 10 and 20% EtOH.
This could account for the fact that other rodent studies focusing on doses below 30%,
concluded on no effect of the chrna5 deletion on EtOH drinking behaviour. The a5 subunit is
located primarily within the rostral subnucleus of the IPN, on GABAergic neurons that project
to the mesopontine raphe and dorsal tegmental area (19,20,45,46). The a5*nAChRs are
located on dopaminergic cell bodies in the VTA and on terminals in the NAc, where they
modulate DA release. Expression of the a5-SNP DN398N appears to alter the excitability of
VTA DA neurons (47). The VTA and the IPN are two surrounding structures with opposite roles
in the reward versus aversive signalling. An imbalance in this IPN-VTA circuit could contribute
to the dysregulation of alcohol self-administration at high doses. In support, we already found
that the viral reexpression of a5 specifically in IPN-GABAergic neurons partially restore the
behavioral control in a5KO, and reduces EtOH consumption in males. Further studies are
needed to understand the functional interactions between the IPN and the VTA and their
contribution to the control of alcohol consumption. Interestingly, reexpression of the a5
subunit in the IPN had little to not impact on EtOH consumption in females. Females appeared
to be much more sensitive than males to alcohol aversive effects, reducing their EtOH self-
administration drastically with 60%-concentrated solutions. These results could be due to
functional differences in the IPN of males and females. Sex differences in baseline a5-

expression had been reported in the IPN of rats (48) and Gangitano et al., found that IPN levels
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of a5 mRNA can be modulated by progesterone (28). The inclusion of females in future studies

bearing IPN-related functions is thus crucial.

Together, our data showed that both mutant strains (a5KI and a5K0) are more prone to
alcohol over-consumption, while displaying opposite emotional profiles. These results
strongly evoked the two human alcoholic profiles established by Cloninger and colleagues
(1998). Type | is mostly female, ‘avoidant’ and display novelty avoidance and high anxiety;
Type Il concerns a majority of males, with a ‘sensation seeker’ profile, low anxiety and high
impulsivity. Alcoholism results from a combination of genetic, environmental and personality
traits. Many possible combinations can generate different motivations to consume alcohol
and therefore diverse manifestations of alcoholism that had long time been recognized by
clinicians and researchers. Therefore, several binary, three-type, four-type and five-type
models of alcohol dependence have been proposed and listed in (49). Currently, five
alcoholism subtypes are recognized by The National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism
(NIAAA): the young adult, functional Class, intermediate familiar, young antisocial and chronic
severe subtype (50). The Cloninger and Moss classifications have the characteristic to be
driven on community samples and not only AUD treatment-seeking patients. Moreover, two
subtypes proposed by Moss et al., share similarities with the Cloninger’s type |, while the three
others are closer to the Cloninger’s type Il. Type | and Il alcoholism represent two extremes of
the complex continuous spectrum of alcohol abuse that we might be able to model in rodents.
We found several matches between Type I/a5KI and Type 1I/a5KO characteristics and now we
seek to establish whether these two nicotinic mutant mice could further work as a promising
animal model for Type | and Type Il alcoholism outlined by Cloninger and colleagues. To
further confirm the similarities, it could be interesting to assess whether opposite social
profiles can also emerge from a5KI and a5KO because type | alcoholics are described as eager
to help others and sensitive to social cues while at the opposite, type Il alcoholics often display
anti-social personality disorders and aggressive behaviors. Moreover, one of the main
limitations of this study is that we only assessed oral and voluntary alcohol consumption. We
saw an escalation of the EtOH consumption in a5-mutants despite aversive concentrations,
but we did not assess whether they met the other criteria for addiction, such as preference
for alcohol over other reward options (51), the punishment-resistant alcohol drinking (52) or
their relapse behavior after alcohol deprivation. It is now essential to evaluate further these

features in a5KI and a5KO transgenic mice.
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Although human neuroimaging studies provide significant insight into systems-level neural
circuitry underlying the association of the a5-SNP D398N with alcohol abuse liability, their
ability to causally link this SNP to alcohol abuse phenotypes is limited. Mechanistic studies in
animal models are necessary. The respective contribution of a5-carying neuronal
subpopulations in AUD can be assessed using the a5KI and a5KO transgenic models. Here we
also evaluated behavioral traits related to high EtOH consumption, prior the alcohol exposure,
which is often challenging in humans. It would be highly interesting to explore how a chronic
alcohol exposition may modify the initial vulnerable phenotypes of these a5KI and a5KO
mutants. Environmental factors are also known to play a critical role in the development of
AUD. So studying the effect of environmental factors such as chronic stress or environmental
enrichment, on a5KI and a5KO vulnerable phenotypes and their following EtOH consumption
could be useful for the understanding of genetic x behavioral traits x environment
interactions. Identifying whether different subtypes of AUD may respond better to specific
treatments is critical. Therefore, the characterization of AUD subtypes associated with the a5-
mutations provide a unique opportunity to evaluate the most effective treatment, among the
preexisting ones, but also for the development of personalized new ones, for which

a5*nAChRs could be a new target through allosteric modulators (53).

In conclusion, we provide evidence that alteration of a5*nAChR function, either through
expression of the polymorphic variant in a5KI mice, or deletion of the a5 subunit gene in a5KO
mice, both drastically increased alcohol consumption in the IA paradigm. Moreover, a5Kl and
a5K0 mice display opposite motivational profiles highly consistent with Cloninger’s alcoholc
subtypes. Finally, LV induced reexpression of a5 in IPN GABAergic neurons partially restored
the control of alcohol intake and decreased impulsive phenotype. Our data suggest that
preclinical models expressing human genetic variants can help to identify different
motivations underlying AUDs and to study alcoholism subtypes, which could represent a major

step toward the development of personalized and thus more effective treatments.

144



Funding and Disclosure

This work was supported by the Centre National de la Recherche Scientifique CNRS UMR 5287
(V.D.) and CNRS UMR 3571 (U.M.), Bordeaux University, the Institut Pasteur, Agence Nationale
de la Recherche (ANR), Neuroscience and BLANC, LABEX BRAIN, FP7 ERANET program NICO-
GENE grant, French National Cancer Institute grant (INCa/CANCEROPOLE-TABAC-01-16022).
The laboratory of V.D. is part of the Bordeaux Neurocampus; and U.M. is a member of the
Laboratory of Excellence, Bio-Psy Labex; as such this work was supported by French state
funds managed by the Agence Nationale pour la Recherche (ANR) within the Investissements
d’Avenir program under reference ANR-11IDEX- 0004-02. The team of U.M. is part of the Ecole

des Neurosciences de Paris lle-de-France Network.

The authors declare no competing interests.

145



References

10.

11.

12.

13.

14.

World Health Organization. WHO report on cancer: setting priorities, investing wisely and providing
care for all [Internet]. Geneva: World Health Organization; 2018 [cité 28 oct 2021]. Disponible sur:
https://apps.who.int/iris/handle/10665/330745

Witkiewitz K, Litten RZ, Leggio L. Advances in the science and treatment of alcohol use disorder. Sci
Adv. sept 2019;5(9):eaax4043.

Litten RZ, Ryan ML, Falk DE, Reilly M, Fertig JB, Koob GF. Heterogeneity of Alcohol Use Disorder:
Understanding Mechanisms to Advance Personalized Treatment. Alcohol Clin Exp Res. avr
2015;39(4):579-84.

Haller G, Kapoor M, Budde J, Xuei X, Edenberg H, Nurnberger J, et al. Rare missense variants in
CHRNB3 and CHRNA3 are associated with risk of alcohol and cocaine dependence. Hum Mol Genet.
1 févr 2014;23(3):810-9.

Wang JC, Grucza R, Cruchaga C, Hinrichs AL, Bertelsen S, Budde JP, et al. Genetic variation in the
CHRNAS gene affects mRNA levels and is associated with risk for alcohol dependence. Mol
Psychiatry. mai 2009;14(5):501-10.

Bierut LJ, Stitzel JA, Wang JC, Hinrichs AL, Grucza RA, Xuei X, et al. Variants in Nicotinic Receptors
and Risk for Nicotine Dependence. Am J Psychiatry. sept 2008;165(9):1163-71.

Saccone SF, Hinrichs AL, Saccone NL, Chase GA, Konvicka K, Madden PAF, et al. Cholinergic nicotinic
receptor genes implicated in a nicotine dependence association study targeting 348 candidate
genes with 3713 SNPs. Hum Mol Genet. 1 janv 2007;16(1):36-49.

Lassi G, Taylor AE, Timpson NJ, Kenny PJ, Mather RJ, Eisen T, et al. The CHRNA5—A3-B4 Gene Cluster
and Smoking: From Discovery to Therapeutics. Trends Neurosci. déc 2016;39(12):851-61.
Brynildsen JK, Blendy JA. Linking the CHRNA5 SNP to drug abuse liability: From circuitry to cellular
mechanisms. Neuropharmacology. mars 2021;186:108480.

Chen X, Chen J, Williamson VS, An S-S, Hettema JM, Aggen SH, et al. Variants in nicotinic
acetylcholine receptors a5 and a3 increase risks to nicotine dependence. Am J Med Genet B
Neuropsychiatr Genet. 5 oct 2009;150B(7):926-33.

Hallfors J, Loukola A, Pitkaniemi J, Broms U, Mannisto S, Salomaa V, et al. Scrutiny of the CHRNA5-
CHRNA3-CHRNB4 smoking behavior locus reveals a novel association with alcohol use in a Finnish
population based study. Int J Mol Epidemiol Gene. 2013;4(2):11.

Sherva R, Kranzler HR, Yu Y, Logue MW, Poling J, Arias AJ, et al. Variation in Nicotinic Acetylcholine
Receptor Genes is Associated with Multiple Substance Dependence Phenotypes.
Neuropsychopharmacology. ao(t 2010;35(9):1921-31.

23andMe Research Team, HUNT All-In Psychiatry, Liu M, Jiang Y, Wedow R, Li Y, et al. Association
studies of up to 1.2 million individuals yield new insights into the genetic etiology of tobacco and
alcohol use. Nat Genet. févr 2019;51(2):237-44.

Van Skike CE, Maggio SE, Reynolds AR, Casey EM, Bardo MT, Dwoskin LP, et al. Critical needs in drug
discovery for cessation of alcohol and nicotine polysubstance abuse. Prog Neuropsychopharmacol

Biol Psychiatry. févr 2016;65:269-87.

146



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Kuryatov A, Berrettini W, Lindstrom J. Acetylcholine Receptor (AChR) a5 Subunit Variant Associated
with Risk for Nicotine Dependence and Lung Cancer Reduces (a4B2) 2 a5 AChR Function. Mol
Pharmacol. janv 2011;79(1):119-25.

Scholze P, Huck S. The a5 Nicotinic Acetylcholine Receptor Subunit Differentially Modulates a4p2*
and a3B4* Receptors. Front Synaptic Neurosci [Internet]. 2020 [cité 3 ao(t 2021];0. Disponible sur:
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnsyn.2020.607959/full

Brown RWB, Collins AC, Lindstrom JM, Whiteaker P. Nicotinic ?5 subunit deletion locally reduces
high-affinity agonist activation without altering nicotinic receptor numbers. J Neurochem. 15 juin
2007;0(0):070615193023002-???

Wills L, Kenny PJ. Addiction-related neuroadaptations following chronic nicotine exposure. J
Neurochem. juin 2021;157(5):1652-73.

Hsu Y-WA, Tempest L, Quina LA, Wei AD, Zeng H, Turner EE. Medial Habenula Output Circuit
Mediated by 5 Nicotinic Receptor-Expressing GABAergic Neurons in the Interpeduncular Nucleus. J
Neurosci. 13 nov 2013;33(46):18022-35.

Morton G, Nasirova N, Sparks DW, Brodsky M, Sivakumaran S, Lambe EK, et al. Chrna5-Expressing
Neurons in the Interpeduncular Nucleus Mediate Aversion Primed by Prior Stimulation or Nicotine
Exposure. J Neurosci. 1 ao(t 2018;38(31):6900-20.

Besson M, Forget B, Correia C, Blanco R, Maskos U. Profound alteration in reward processing due
to a human polymorphism in CHRNAS5: a role in alcohol dependence and feeding behavior.
Neuropsychopharmacology. oct 2019;44(11):1906-16.

Santos N, Chatterjee S, Henry A, Holgate J, Bartlett SE. The a5 Neuronal Nicotinic Acetylcholine
Receptor Subunit Plays an Important Role in the Sedative Effects of Ethanol But Does Not Modulate
Consumption in Mice. Alcohol Clin Exp Res. avr 2013;37(4):655-62.

Dawson A, Wolstenholme JT, Roni MA, Campbell VC, Jackson A, Slater C, et al. Knockout of alpha 5
nicotinic acetylcholine receptors subunit alters ethanol-mediated behavioral effects and reward in
mice. Neuropharmacology. ao(t 2018;138:341-8.

Gallego X, Ruiz-Medina J, Valverde O, Molas S, Robles N, Sabria J, et al. Transgenic over expression
of nicotinic receptor alpha 5, alpha 3, and beta 4 subunit genes reduces ethanol intake in mice.
Alcohol. mai 2012;46(3):205-15.

Hauser SR, Knight CP, Truitt WA, Waeiss RA, Holt IS, Carvajal GB, et al. Adolescent Intermittent
Ethanol Increases the Sensitivity to the Reinforcing Properties of Ethanol and the Expression of
Select Cholinergic and Dopaminergic Genes within the Posterior Ventral Tegmental Area. Alcohol
Clin Exp Res. sept 2019;43(9):1937-48.

Krishnamoorthy M, Gerwe BA, Scharer CD, Heimburg-Molinaro J, Gregory F, Nash RJ, et al. Low
ethanol concentration alters CHRNAS5 RNA levels during early human development. Reprod Toxicol.
nov 2010;30(3):489-92.

Janes AC, Smoller JW, David SP, Frederick B deB., Haddad S, Basu A, et al. Association between
CHRNAS genetic variation at rs16969968 and brain reactivity to smoking images in nicotine

dependent women. Drug Alcohol Depend. janv 2012;120(1-3):7-13.

147



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Gangitano D, Salas R, Teng Y, Perez E, De Biasi M. Progesterone modulation of a5 nAChR subunits
influences anxiety-related behavior during estrus cycle. Genes Brain Behav. juin 2009;8(4):398-406.
O’Neill HC, Wageman CR, Sherman SE, Grady SR, Marks MJ, Stitzel JA. The interaction of the Chrna5
D398N variant with developmental nicotine exposure. Genes Brain Behav. 2018;17(7):e12474.
Fowler CD, Kenny PJ. Utility of genetically modified mice for understanding the neurobiology of
substance use disorders. Hum Genet. juin 2012;131(6):941-57.

Flurkey K, Currer J, Harrison D. Mouse models in aging research [Internet]. 2007. (Faculty Research
2000 - 2009.). Disponible sur: https://mouseion.jax.org/stfb2000_2009/1685

Kliethermes CL, Crabbe JC. Genetic independence of mouse measures of some aspects of novelty
seeking. Proc Natl Acad Sci. 28 mars 2006;103(13):5018-23.

Borba Filho GL, Zenki KC, Kalinine E, Baggio S, Pettenuzzo L, Zimmer ER, et al. A New Device for Step-
Down Inhibitory Avoidance Task—Effects of Low and High Frequency in a Novel Device for Passive
Inhibitory Avoidance Task That Avoids Bioimpedance Variations. Chapouthier G, éditeur. PLOS ONE.
23 févr 2015;10(2):e0116000.

Hwa LS, Chu A, Levinson SA, Kayyali TM, DeBold JF, Miczek KA. Persistent Escalation of Alcohol
Drinking in C57BL/6J Mice With Intermittent Access to 20% Ethanol: ESCALATED ALCOHOL AFTER
INTERMITTENT ACCESS. Alcohol Clin Exp Res. nov 2011;35(11):1938-47.

Melendez RI. Intermittent (Every-Other-Day) Drinking Induces Rapid Escalation of Ethanol Intake
and Preference in Adolescent and Adult C57BL/6J Mice: RAPID ESCALATION OF ETHANOL INTAKE.
Alcohol Clin Exp Res. avr 2011;35(4):652-8.

Naldini L, Blomer U, Gallay P, Ory D, Mulligan R, Gage FH, et al. In Vivo Gene Delivery and Stable
Transduction of Nondividing Cells by a Lentiviral Vector. Science. 12 avr 1996;272(5259):263-7.
Besson M, Guiducci S, Granon S, Guilloux J-P, Guiard B, Repérant C, et al. Alterations in alpha5*
nicotinic acetylcholine receptors result in midbrain- and hippocampus-dependent behavioural and
neural impairments. Psychopharmacology (Berl). sept 2016;233(18):3297-314.

Morel C, Fattore L, Pons S, Hay YA, Marti F, Lambolez B, et al. Nicotine consumption is regulated by
a human polymorphism in dopamine neurons. Mol Psychiatry. aot 2014;19(8):930-6.

Hone AJ, McIntosh JM, Azam L, Lindstrom J, Lucero L, Whiteaker P, et al. a -Conotoxins Identify the
o 3 B 4* Subtype as the Predominant Nicotinic Acetylcholine Receptor Expressed in Human Adrenal
Chromaffin Cells. Mol Pharmacol. nov 2015;88(5):881-93.

Wu P-C, Fann M-J, Kao L-S. Characterization of Ca 2+ signaling pathways in mouse adrenal medullary
chromaffin cells. J Neurochem. mars 2010;112(5):1210-22.

Bailey CDC, De Biasi M, Fletcher PJ, Lambe EK. The Nicotinic Acetylcholine Receptor 5 Subunit Plays
a Key Role in Attention Circuitry and Accuracy. J Neurosci. 7 juill 2010;30(27):9241-52.

Howe WM, Brooks JL, Tierney PL, Pang J, Rossi A, Young D, et al. a5 nAChR modulation of the
prefrontal cortex makes attention resilient. Brain Struct Funct. mars 2018;223(2):1035-47.
Koukouli F, Rooy M, Tziotis D, Sailor KA, O’Neill HC, Levenga J, et al. Nicotine reverses hypofrontality
in animal models of addiction and schizophrenia. Nat Med. mars 2017;23(3):347-54.

148



44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Vifials X, Molas S, Gallego X, Fernandez-Montes RD, Robledo P, Dierssen M, et al. Overexpression
of a3/a5/B4 nicotinic receptor subunits modifies impulsive-like behavior. Drug Alcohol Depend. mai
2012;122(3):247-52.

Quina LA, Harris J, Zeng H, Turner EE. Specific connections of the interpeduncular subnuclei reveal
distinct components of the habenulopeduncular pathway. J Comp Neurol. 15 aolt
2017;525(12):2632-56.

Wolfman SL, Gill DF, Bogdanic F, Long K, Al-Hasani R, McCall JG, et al. Nicotine aversion is mediated
by GABAergic interpeduncular nucleus inputs to laterodorsal tegmentum. Nat Commun. déc
2018;9(1):2710.

Oni EN, Halikere A, Li G, Toro-Ramos AJ, Swerdel MR, Verpeut JL, et al. Increased nicotine response
in iPSC-derived human neurons carrying the CHRNA5 N398 allele. Sci Rep. oct 2016;6(1):34341.
Correa VL, Flores RJ, Carcoba LM, Arreguin MC, O’Dell LE. Sex differences in cholinergic systems in
the interpeduncular nucleus following nicotine exposure and withdrawal. Neuropharmacology. nov
2019;158:107714.

Leggio L, Kenna GA, Fenton M, Bonenfant E, Swift RM. Typologies of Alcohol Dependence. From
Jellinek to Genetics and Beyond. Neuropsychol Rev. mars 2009;19(1):115-29.

Moss HB, Chen CM, Yi H. Subtypes of alcohol dependence in a nationally representative sample.
Drug Alcohol Depend. déc 2007;91(2-3):149-58.

Augier E, Barbier E, Dulman RS, Licheri V, Augier G, Domi E, et al. A molecular mechanism for
choosing alcohol over an alternative reward. Science. 22 juin 2018;360(6395):1321-6.

Sneddon EA, White RD, Radke AK. Sex Differences in Binge-Like and Aversion-Resistant Alcohol
Drinking in C57BL/6J Mice. Alcohol Clin Exp Res. 2019;43(2):243-9.

Maskos U. The nicotinic receptor alpha5 coding polymorphism rs16969968 as a major target in

disease: Functional dissection and remaining challenges. J Neurochem. 2020;154(3):241-50.

149



Chapitre lll : impact de la délétion et du SNP D398N de la sous-unité

a5-nAChR sur les comportements prosociaux

[- Article 3

“Alcohol-prone a5-nicotinic receptor mutant mice display sex-dependent

opposite profiles in emotion recognition and pro-social tasks”

Léa Tochon, Cécile Pageze, Jean-Louis Guillou et Vincent David

Dans le chapitre précédent nous avons démontré que de nombreuses caractéristiques
phénotypiques des souris mutantes a5KI, rappellent celles du TUAL de type | de Cloninger; et
de nombreuses caractéristiques phénotypiques des souris mutantes a5KO refletent celles
observées dans le TUAL de type Il de Cloninger. Néanmoins, un élément important manquait
dans ces profils, et il s’agissait des compétences sociales. En effet, les individus inclus dans le
type | sont décrits comme « désireux d’aider les autres » et « sensibles aux signaux sociaux »
tandis qu’a I'opposé, ceux du type Il présentent des « troubles de la personnalité antisociale »
et un « comportement agressif » (voir criminel). Dans cette troisieme publication (faisant
office de chapitre 3), nous avons donc vérifié si les profils sociaux des mutants a5KI et a5KO
présentent des similitudes avec ceux des profils de TUALs de type | et Il décrits par Cloninger

et ses collaborateurs.

Des souris males et femelles a5KI et a5KO0 ont été évaluées dans les tests appelés : ASDT pour
“affective state discrimination task”, et RTT pour “restrainer tube task”. Le premier permet
d’évaluer la capacité a reconnaitre les émotions chez les autres, et le second la capacité d’y

répondre en exprimant un comportement prosocial de libération d’un congénére piégé.

Nos résultats indiqguent une importante interaction entre le sexe et le génotype dans la
capacité des souris a5KO et a5KI a différencier des états émotionnels et a démontrer un
comportement d’aide envers un congénere piégé. Ceux-ci renforcent davantage le paralléle

femelles a5Kl/type | et les males a5KO/type Il.
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ABSTRACT

A single nucleotide polymorphism of the accessory a5-subunit of nicotinic receptors in
humans offers promising leads into understanding the genetic component underlying the
development and sustainment of alcohol use disorders. Two types of genetic manipulations
of the a5 subunit in mice, using a strain with a genetic knock-in of the most common human
polymorphism on the one hand and a strain with a genetic knock-out of the same subunit on
the other, have led to the finding that they are more prone to alcohol over-consumption while
displaying opposite profiles of anxiety-related behavior and behavioural control. We used a
modified protocol of the affective state discrimination task for emotional recognition and an
adaptation of the restrainer tube test for pro-social behaviour to unravel an opposite social
emotional profile which interacts with sex in mice with a genetic knock-in (a5SNP) and a
knock-out (a5K0), offering a first insight into opposite patterns of social deficits linked to

alcohol use disorders at a preclinical level.
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1 INTRODUCTION

Alcohol Use Disorder (AUD) is one of the most prevalent and dangerous substance
abuse disorders in our modern society with the World Health Organization reporting that 5%
of deaths around the world can be accounted for by alcohol misuse®. The health and societal
burden that AUDs pose have motivated the search for genetic and environmental
predisposing factors linked to the likelihood of developing and maintaining the disorder to

target treatment solutions.

Human genome wide studies have recently been able to show a link between single
nucleotide polymorphisms (SNPs) of the gene encoding for the a5 nicotinic acetylcholine
receptor subunit (a5-nAChR), and the likelihood of developing AUDs?. Genetic manipulations
of the expression of a5*nAChRs conducted in rodents have linked the silencing of the a5-
subunit gene, through a genetic knock-out (KO) procedure, with differences in alcohol self-
administration and alcohol tolerance compared to control mice>*. These gene silencing
studies have enabled to start outlining the role that the a5 subunit may play in different
aspects of alcohol consumption®*. However, little is known about the functional
consequences of a5-nAChR polymorphisms on alcohol-related behaviours. So far, we are
aware of one study demonstrating that transgenic rats expressing the most common human
SNP of a5 (rs16969968), through a genetic knock-in (a5Kl) procedure, also display an
increased risk of relapse for alcohol self-administration®. A previous study from our lab
confirmed that, both a5KO and a5KI mutant mice self-administer more alcohol than wild-type
mice, and display opposite emotional profiles, exhibiting a decrease versus an increase in

anxiety-like response respectively, as assessed with the elevated plus maze task®.

In humans, several classifications of AUDs into different subtypes have been proposed,
based on different characteristics such as age of onset, personality traits, and biological sex’.
Two contrasting models have emerged at each pole of the AUD typology continuum and are
referred to as Type | and Type Il respectively by Cloninger and colleagues (1996)2: ‘Sensation-
seeking alcoholism’ (Cloninger’s Type Il) is described in young men (<25-years-old) who display
traits of aggressive behaviour and impulsivity and whose use disorder is, in part, attributed to
sensation seeking. At the other end of the continuum, ‘Avoidance alcoholism’ (Cloninger’s
Type |) is attributed, in a converse manner to middle-aged individuals (more represented by
women) who are prone to social anxiety and who are thought to indulge alcohol in a ‘self-

medicating’ way to cope with their symptoms&.
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Previous data has shown striking behavioural similarities between a5KO and a5KI
mutant mice and the two opposite human subtypes of AUD as described by Cloninger and
colleaguesin 1996. However, one remaining issue about the relevance of these mouse models
with regards to the human typology of AUD concerns the social cognition profile of these a5-
nAChR mutants. Moreover, while social deficits are considered as key factors in the onset
and/or the sustainment of AUDs%19, the types of impairment can differ across subtypes. There
is therefore a need for better characterization of pre-consummatory traits, such as social
deficits, at a preclinical level to better understand different forms of vulnerability to the
development of AUDs. Additionally, the a5-nAChR subunit is present either on the pre-
synaptic or post-synaptic element of neurons in key brain structures linked to social cognition
and socio-emotional processing such as the prefrontal cortex!! and the ventral

hippocampus!?.

In light of those considerations, this study aimed at using a behavioural approach to
characterize emotion recognition abilities!3 and pro-social helping behaviour!* in a5KO and
ao5KI mice to investigate the functional impact of either a polymorphic variation or a null
mutation of the a5-nAChR subunit on social cognition. In line with previous results from our
lab showing that these nicotinic mutants exhibit opposite emotional profiles of anxiety,
impulsivity and aggression®, we hypothesized that they would perform differentially on
prosocial behaviour and emotion recognition tasks with the potential of furthering the
analogy made between both mutant strains and the two types of AUDs proposed by Cloninger

and colleagues?.

2 MATERIALS & METHODS

2.1 Animals and housing

The two mutant strains (a5KO and a5KI respectively) express two different mutations
of the CHRNAS5 gene encoding for the a5 subunit of nicotinic receptors (a5-nAChR) with a
C57BL/6J background. They were initially provided by our collaborators at the Pasteur
Institute (Paris), and were bred in the animal facility of the lab for 8 generations with a cross-
breeding with heterozygous mice from the Pasteur Institute at the 4™ generation. The a5KO
mice carry a deletion of the gene (CHRNAS5) coding for the a5 subunit of nicotinic receptors

(a5-nAChRs). The a5KI mice express a polymorphic variant of the CHRNAS gene coding for the
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a5 subunit of nAChRs defined as a single nucleotide substitution (replacement of the aspartate
398 by an asparagine: D398N), corresponding to the most frequent a5-SNP found in the
Western Population (rs16969968)*>. Wild-type mice were obtained from the same litter as the
a5-mutants, genotype identifications were conducted at 7 post-natal days (P7) through PCR
analysis of tail samples by the genotyping platform of the Neurocentre Magendie in Bordeaux.
For the experiments, the mice were housed in collective cages (4 to 8 per cage) with access to
water and food ad libitum in a temperature-controlled room (22 + 1°C). The lighting of the
cages followed a 12-hour day/night cycle in such a way to allow testing to occur from 7:00 AM
to 07:00 PM during the mice’s day time, following approval of the Local Ethics Committee and

in agreement with the CEE Directive 86/609/EEC.

2.2 Group repartition

Each mouse underwent both behavioural tests: the mice started with the affective

state discrimination task (ASDT) and they were then tested on the restrainer tube test (RTT) 4
weeks later. Both male and female mutants (a5KO: 8 &' 5 @; a5Kl: 7 & 9 ?) as well as WT

littermate mice (9 & 9 @) were included.

2.3 The Affective State Discrimination Task (ASDT)

We used an adaptation of the ASDT protocol described by Scheggia and colleagues
(2019) which consist in determining the preferential approach tendency in observer mice
when exposed to two unfamiliar demonstrator mice in different affective states?3. Briefly, the
observer was introduced in a cage (29 x 35 x 19 cm) containing two demonstrator mice placed
in transparent plastic cylinders (H:21 cm; D:10 cm) with perforated holes at the bottom to
allow for breathing and sensory interaction with the environment. A metal separator (2mm x
21 cm x 18 cm) was placed in the middle of the cage in order to mark off the two areas of
interest corresponding to each demonstrator and blocking their reciprocal view of each other.
Demonstrators were WT mice and were sex-matched to the observer. The entire testing
arena was wiped down with warm water and the litter was changed between each subject to
eliminate any odors left by the mice. At the end of each testing day, the entire apparatus was

wiped down with Ethanol (70%).

Habituation. All the mice (demonstrators and observers) were handled for 5 minutes a day
over 3 days to become familiar with the experimenter based on Marcotte and collaborators

(2021)6. They were then habituated to the testing zone for 10 minutes a day over another 3
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days. For the test zone habituation, observer mice were gently placed in the ASDT arena and
allowed to freely explore in the absence of the demonstrator mice inside each cylinder. During
the habituation, the mice’s movements were tracked with a tracking Software (Anymaze,
Stoelting). After the observer mouse’s habituation trial ended, its allocated pair of
demonstrator mice were subsequently gently placed inside their corresponding cylinder for

10 minutes (ND for neutral demonstrator and SD for stressed demonstrator).

Testing: For the purpose of creating different affective states in mice, the demonstrators were
divided into 2 groups: Neutral and Stress. Stress demonstrators (SD) underwent a restraint
procedure for 15 minutes prior to the beginning of the test which consisted in constraining
them inside a 50mL custom-made tube (Falcon©) perforated at the end to allow for breathing.
After 15 minutes of restraint, the stressed demonstrator was immediately placed in one of the
two cylinders which was marked by a red-lid for identification. Neutral demonstrators (ND)
were not further handled in a way to avoid altering their emotional state and were directly
transferred from their home cage to the other cylinder which was marked with a blue lid. For
each test trial, ND and SD mice were randomly allocated either to the right or left cylinder
relative to the central separator, during both habituation and testing trials, to avoid the
confounding variable of spatial preference. The observer was then gently introduced inside
the arena and its exploration was recorded for 10 minutes using the tracking system Anymaze
(Stoelting). Demonstrator zones (SD and ND zones) were outlined using the tracking software
and consisted in a square perimeter of 2 cm around and including the cylinders. Parameters
of interest such as: time spent and number of entries inside the zone were automatically
recorded. In addition, sniffing of the demonstrators and grooming were scored a posteriori

blindly using the off-line recordings.

S

. e 2

4
o0 0 [ 1] o—» DAYS
Habituation Habituation Habituation Test

Figure 1. Time course and protocol of the Affective State Discrimination Task (ASDT)
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2.4 The Restrainer Tube Test (RTT)

To assess helping-like behaviour across mutants we based our testing procedure on
the ones used by Bartal et al. (2011)'” and Fontes-Dutra and colleagues (2019)* in their
studies measuring the willingness of rats to free their cagemate trapped in a tube and its
adaptation to mice by Ueno et al. (2019)*. The test was carried out over 5 days following 4
different phases: Self-freeing training (Day 1 & 2), Chocolate versus Empty tube (Day 3),
Cagemate versus Empty tube (Day 4) and a competition trial: Cagemate versus Chocolate tube

(Day 5) (Figure 2).

Self-freeing training. During this phase, the mouse was placed in a 50mL plastic tube
(Falcon©) closed off with a paper door at the extremity facing the head of the animal inside
the testing cage, the mouse therefore learned to free itself from the inside of the tube by
chewing through the paper door. The training was done three times a day over two days (Day
1 & 2). All the mice successfully learned how to open the tube from the inside after 2 days of

training.

Chocolate Opening Training. During this next phase the mouse was trained to open the paper
door on a tube from the outside to access white chocolate chips (3 x 25 mg chips). In order to
motivate the animals for the task, they were food-deprived during the 12 hours preceding the
training. The mouse was placed inside the testing cage with an empty and a chocolate
containing tube closed off with a paper lid and was left to roam freely until it had opened the
chocolate tube and eaten the chocolate chips. This training was done 3 times over one day

(Day 3).

7

Cagemate Freeing Training. Each test mouse was assigned a sex-matched ‘trapped cagemate
consisting in a heterozygous (+/-) littermate that was trapped inside a paper sealed tube at its
rear so that the trapped mouse could not free itself. The test mouse was placed in the cage
with the cagemate-containing tube as well as an empty paper-sealed tube. In order to free its
cagemate, the test mouse needed to chew through the paper door from the outside. The
session ended 5 minutes after the mouse had successfully freed its cagemate, or after a

maximum of 90 minutes had elapsed. The training was repeated twice over one day.

Chocolate versus Cagemate trial. The final trial of the test consisted in placing the mouse in
the testing arena in the presence of a chocolate-containing tube (3x 25 mg white chocolate

chips) and a cagemate-containing tube, both closed off with a paper lid. We theorized that the
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first tube opened by the test mouse would therefore be the one containing the most

subjective value.

For all trials, the latency to open the tubes as well as the order of opening of the tubes was
recorded. Additionally, the number of white chocolate chips eaten by the test mouse was
counted to account for sharing behaviour. A digital camera was placed above the testing
apparatus to record the Chocolate versus Cagemate Trial with a behavioural tracking system
(Anymaze, Stoelting). Tube zones where outlined with the software which consisted in a
rectangular perimeter of 1 cm around each tube, and accordingly parameters such as time

spent in the tube zones and number of entries inside each tube zone was recorded.

o0
Self-Freeing Training Chocolate versus Emty Cagemate versus Empty Cagemate versus Chocolate
Paper lid opening from the Paper lid opening from the outside  Paper lid opening from the outside (Day 5; Trial 12)
inside Food deprivation 12h beforehand (Day 4, Trial 10 & 11)
{Trials 1-6) (Day 3; Trial 7-9)

Figure 2. Time course and detailed protocol of the Restrainer Tube Task (RTT)

Score for Empathy-like behaviour: To assess the empathy-like profile of nicotinic mutants as
compared to WT controls, a score was calculated according to two factors: namely, Cagemate
Prioritization (CP) which allocated a score between -3 and 3 to the mice depending on whether
the cagemate tube (+1), the chocolate tube (-1) or the empty tube (-1) was opened first during
trials cagemate versus empty and cagemate versus chocolate. The second factor was social-
contact positivity (SCP) and allocated a score between -3 and 3 to mice depending on whether
interacting (+1), disinterested (0) or aggressive (-1) behaviour was displayed towards the
cagemate after the test. The interaction type was categorized in real-time during the test by
the experimenter: Interactive behaviour was attributed when a minimum of 10 sniffings
where observed, on the contrary when less than 10 sniffings where observed and the mice
spent most of the interaction time at opposite sides of the cage, the interaction was
considered as disinterested. Aggressive behaviour was considered when a minimum of 2 or
more aggressive events were recorded between the test mouse and the cagemate (Chasings

and/or biting). In the latter case, the session was immediately stopped. Score formula:
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CP + SCP

SCORE empathy—like = 2

2.5 Statistical Analysis

Behavioural performances were analyzed using an ANOVA with one or multiple factors
(genotype/repeated measures), followed by appropriate post-hoc tests (Bonferonni/Dunn) to
compare the different groups. Frequencies of specific behavioural responses across groups in
the ASDT were compared using Chi Square (X?) tests. The empathy-score results were analyzed
across all groups using a non-parametric test (Kruskal-Wallis) and genotype comparisons

within gender groups were analyzed using unpaired t-tests.

3 RESULTS

3.1 a5K0 and a5KI Mice Have Different Emotional Discrimination Profiles

In the Affective State Discrimination Task (ASDT), we aimed at testing the ability of two
a5-nAChR mutants to discriminate between two unfamiliar mice (demonstrators) in different
affective states, either a state of psychological stress induced by 15 minutes of constriction
inside a tube, or a neutral state. The results showed that all our groups are sensitive to the
presence of demonstrator mice inside the cylinders on each side of the ASDT arena during the
test. The proportion of time spent in the demonstrator zones was higher during the test trial
compared to the three habituation trials for all groups (Trial effect: F(3,123= 116,46; p<0,0001).
However, the introduction of a demonstrator inside the cylinders elicited more exploration in
WT mice compared to a5-mutants in the two sex groups (genotype x trials: F,123)=2,85;
p=0,012). These results, suggest that all groups were able to discriminate between empty

cylinders and cylinders containing a demonstrator mouse (Fig. 3A, 3D).

However, the proportion of time spent in the SD zone relative to the ND zone during the test
was higher in WT mice in both sex groups (t(17)=3,14, p=0,006), thus revealing their ability to
detect a stressed demonstrator. Female a5KI were also able to discriminate between SD and
ND demonstrators (t(8)=2,36, p=0,046) but not their male counterparts (p=0,70). However,
both male and female a5KO mice spent an equivalent amount of time in each zone (p>0,33 in
males and females) (Fig. 3B) suggesting that both a5 mutations impair affective state

discrimination except in female a5KI mice (Fig.3E).
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Figure 3. Genotype and Sex-dependent effects in emotion discrimination abilities. Proportion of time
spent in the cylinder zones surrounding the demonstrators during the three habituation trials and the
test day across a5mutants and controls in males (A) and females (D). Proportion of time spent in the
neutral demonstrator (ND) zone (Blue) and stress demonstrator (SD) zone (Red) respectively during
the test across a5-mutants and controls in males (B) and females (E). Proportion of time spent in the
SD zone during the test across time, segments of 30 seconds for a5-mutants and controls in males (C)
and females (F) ®OO Trial Effect p<0.01 (RM-ANOVA); **p<0.001: Scheffe post-hoc, **%p<0.001 :
genotype x trial interaction (ANOVA), **p<0.01: genotype effect (ANOVA) ; 0o p<0,01: a5KO vs WT
(Scheffé post-hoc); 2 p<0,05; 23 p<0,01: SD vs ND (t- test; paired).
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Figure 4. Impairment of exploratory behaviour towards a stressed demonstrator in nicotinic
mutants. SD preference score corresponding to the number of sniffings inside the ND zone subtracted
to the number of sniffing inside the SD zone across a5mutants and controls in males (A) and females
(B). A cut-off score is set at 10 to differentiate between discriminators (Preference score > 10) and
non-discriminators (Preference score < 10) (C) :- p<0,05: discriminators vs non discriminators(X?); 000

p<0,001: profile x genotype (X*>vs WT).

The recording of the percentage of time spent in the SD zone throughout the session enabled
us to visualize the kinetic of the interest exhibited towards the stress demonstrator along the
6-minute duration of the trial (Fig. 3C, 3F). The ANOVA indicated a significant genotype effect
(F(2,41)=3,30, p=0,046) and a significant genotype x time interaction (F(22, 451)= 4,76, p<0,0001),
without any significant main effect for sex. Indeed, the time spent in the SD zone remained
constant throughout the 6-minute session in WT, indicating a sustained interest for the SD.
There was however significantly less exploration of the SD zone by the end of the session in

a5KO (p>0,041 from t=210 s) but not in a5KI (p>0.13) indicating either a decrease in the

161



interest towards the SD and/or a lack of awareness of the stressed state of the demonstrator
through time only in a5K0. We did not, however, find such main effect of genotype on the
kinetic of the exploration time towards the ND, indicating a specificity of the impairment

towards emotional discrimination and not social disinterest in a5KO mice.

Furthermore, a quantification of sniffing behaviour towards SD vs ND allowed us to establish
a preference score for the SD (SD sniffing — ND sniffing) and by using a cut-off score of 10
sniffings, we could categorize each group into discriminators (Pref. Score >10) versus non-
discriminators (Pref. Score <10), individual values are shown in Figure 4A and 4B and their
discriminative profile in 4C. Female WT were unanimous affective discriminators whereas 22%
of male WT were non-discriminators (Male vs Female: X?=40,99, n=18, p<0,0001). Moreover,
these results further confirmed that male and female a5K0, and at a lesser extent a5Kl, are

worst discriminators (WT vs KO: X?(1,17)=4.2, p=0.0031; WT vs KI: X?1,16=3.7, p=0.0031) (4C).
3.2 a5K0 and a5KI Mice Display Opposite Cagemate Freeing Profiles

In this task, we aimed at investigating the pro-social profile of a5 mutants. Over the
first two days of the test, the mice underwent training to learn how to open a paper-sealed
tube first on the inside, while trapped inside the tube and from the outside when they were
confronted with a tube containing white chocolate chips after being food deprived for 12
hours. The results showed that all mice, regardless of genotype efficiently learned how to
open the paper sealed tube from the inside as witnessed by the decrease in their latency to
self-freeing (Trial effect: F(s205)=13,52, p<0,0001). Additionally, females were quicker to free
themselves between the first and second day of training compared to males (Trial x sex
interaction: F41,5=2,89, p=0,015, post-hoc: p<0,0001). Moreover, during the Chocolate versus
Empty trial all the mice regardless of genotype or sex were quicker to open the chocolate
containing tube on the sixth trial compared to the first (Trial effect: F(3102=12,78, p<0,0001;
Post-Hoc Bonferroni/Dun; p<0.0001), indicating that they all efficiently learnt how to open a

paper sealed chocolate-containing tube from the outside.
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Figure 5. Nicotinic mutants display an opposite cagemate freeing profile which interacts with sex.
Pie charts of the proportions of so-called ‘openers’ considered as such when they open the cagemate-
containing tube at least twice over the three trials (light blue) and so-called ‘non-openers’ considered
as such when they fail to open the cagemate tube more than once over the three trials (dark blue)
along with the proportion of cagemate tube openings (light grey) versus empty tube openings (Dark
Grey) in the trials containing a cagemate tube and the trials containing empty tubes respectively for
Male WT, a5KO and a5KI mice (A,B and C) and Female WT, a5KO and a5KI mice (D, E, F). ®°°:Genotype

* Profile (X?against WT) p<0.05 ; “: Openers versus Non-Openers (X2) p<0.05.

Concerning the cagemate tube opening behaviour (Cagemate versus Empty and Cagemate
versus Chocolate), a distinction of opening profiles was done based on whether a minimum of
2 successful cagemate freeing events occurred out of the total 3 trials. Results are shown in
Figure 5. Interestingly, WT and a5KO mice displayed similar opening profiles with both WT
and a5KO females freeing their trapped cagemate more than their males counterparts did
(X?(1,18)= 40.99, p<0.0001; X*@1,12)= 3.03, p = 0.08) (Fig. 5A, 5D). Nevertheless, a5KO females
were unanimous openers whereas 22% of the WT were non openers (X?1,14= 27.72,
p<0.0001). On the other hand, male and female a5KI were both majoritarily openers (Fig.5B,

5E) insofar as female a5KI mirrored the WT opening profile whereas male a5KI displayed an
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opposite profile compared to WT. Looking at the relative proportion of empty tube opening,
the results showed that all groups opened both tubes with a similar frequency, except female
a5Kl who predominantly opened more cagemate tubes (88%) than empty tubes (12%), (X3(1,
18) = 16.39, p<0.0001). This result indicates that in contrast to all other groups, the tube

opening behaviour of a5KI females was guided by the presence of a cagemate inside the tube.
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Figure 6. Mice prefer Chocolate over Cagemate containing tubes, but a5Kl female mice show
increased pro-social behaviour. Cagemate vs Tube Preference Score corresponding to the number of
entries inside the cagemate tube zone subtracted to the number of entries inside the chocolate tube
zone across male and female groups of a5 mutants and WT (A). Proportion of time spent in each tube
zone during the Cagemate versus Chocolate trial for males (B) and females (C). * Genotype effect (WT
vs Kl) p<0.05 (ANOVA); eGenotype effect in KO and KI females (Bonferoni, Post-Hoc) p<0.05; #: Tube
effect p<0. 05 (ANOVA).

3.3 Nicotinic Mutants Display Opposite Profiles Relating to their Preference for the
Cagemate Tube

Looking more closely at the behaviour of our groups in the case of a competition
between two value-containing tubes, we placed our test mice in the testing arena with a white
chocolate chip containing tube versus a cagemate containing tube. Our results suggest that all
our groups regardless of sex spent more time in the surrounding of a chocolate containing
tube compared to the cagemate tube (F(2,1)-29.51 p<0.0001) (Fig. 6B, 6C). Additionally, a
cagemate tube preference score expressed as the number of entries inside the chocolate tube
zone subtracted to the entries inside the cagemate tube zone indicated a main genotype effect
in the preference for the cagemate tube (F(2,1)=3,43, p=0,042) with a5KI mice displaying a

preference for the cagemate tube compared to controls (Post-Hoc: p=0,012)(Fig. 6A).
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Furthermore, in females, a differentiation between a5Kl and a5KO groups was found with the
former showing a higher preference for the cagemate tube compared to the latter (Post-Hoc
Bonferroni/Dunn; p=0.031). These results consolidate the findings that a5KI and a5KO display
opposite social emotional profiles with female a5KI displaying more prosocial behaviour

compared to a5KO.

3.4 Nicotinic Mutants Display Opposite Interaction Profiles with the Trapped
Cagemate

A scoring of the interaction behaviour between our test mice with the cagemate inside
the testing arena immediately following the exit of the cagemate from the tube (end of the
test) allowed us to further characterize the social profile of a5 mutants. Our results show a
striking opposition between a5K0 and a5KI mice depending on sex (Fig. 7C). On the one hand,
male a5KO exerted higher levels of aggression towards their cagemate compared to a5KI
males (F(2,21)=5.27, p=0.013) (Fig.7A). Female a5KIl, on the other hand, tended to partake in
more interactive behaviour (F(2,20-3,68; p=0.043) compared to a5KO who were predominantly
disinterested by the cagemate (F(2,20-3,68; p=0.043) (Fig. 7B). To sum up the parameters of
this test, a score for empathy-like behaviour was calculated considering cagemate
prioritization and social interaction positivity in reference to female WT. The results show that
males displayed less empathy-like behaviour compared to females as shown through their
lower empathy score. Moreover, a5KO0 groups had the lowest empathy score (Kruskal-Wallis
non-parametric test: H(2)=11.19; p=0.0037) compared to their sex-matched controls.
However, a5Kl strains displayed an opposite profile depending on sex, with females having a
significantly higher score (t=2,34; df=16; p=0.034) while the males showed no difference
compared to controls (t=0.285; df=14; p=0.77) (Fig. 7C).
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Figure 7. a5 mutants display opposite interaction profiles with the freed cagemate during the 5
minutes after the test. Representation of the frequency of aggression, neutral or disinterested
interaction for male WT, a5KI and a5KO mice (A) and female WT, a5Kl and a5KO mice (B). Empathy-
like score for empathy across male and female nicotinic mutants and controls (C). The empathy-like
score is calculated according to two factors: Cagemate prioritization (depending on which tube is
opened first between cagemate, chocolate and empty) and social-contact positivity according to which
type of interaction the mice partake in with the cagemate following the test (between aggression,
interactive and disinterested) * Genotype effect p <0.05 (ANOVA); **Genotype effect (Kruskal-Wallis
non-parametric test) p<0.05; 3 Genotype effect in females (Kruskal-Wallis) p<0.05; = t-test WT vs KI
(unpaired) p<0.05; Q Q Q: t-test Kl vs KO (unpaired) p<0.01.

4 DISCUSSION

The present study aimed at further characterizing two strains of transgenic mice with
nicotinic mutations involved in alcohol abuse in light of a comparison to Cloninger’s Type |
(Socially Avoidant) and Type Il (Sensation Seeking) forms of Alcohol Use Disorder (AUD). Since
results from our lab® have already shown that a5KI mice are hyper-anxious while a5KO display
a hypo-anxious and impulsive phenotype in line with the social-emotional profile of Type | and
Type Il Alcoholics respectively, the aim of this study was to investigate the profile of both a5-
mutants with regards to emotional discrimination capabilities as well as prosocial behaviour

which are central to the human typologies.

The Affective State Discrimination Task aimed at testing the capability of mice to
discriminate between a neutral demonstrator and a stressed demonstrator, as part of an

emotion recognition task. Our results showed a striking interaction between genotype and sex
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in a5 mutants’ ability to identify a stressed unfamiliar conspecific. Indeed, females were better
discriminators than males generally speaking, both a5KI and a5KO mice were found to be
worse discriminators compared to sex-matched controls. These results are in line with a
previous study showing that male a5KI mice display a social deficit in a three-chamber
sociability test as expressed through a reduction of approach of a novel unfamiliar mouse

compared to controls'?,

While our results are in line with our hypothesis that a5KO are less sensitive to the anxiety of
a peer due to their own hypo-anxious profile, we expected that a5KI mice might be more
sensitive to the stressed demonstrator due to their higher emotional arousability linked to
their hyper-anxious profile. However, individuals with Type | AUD are avoidant of social
interaction and risk compared to Type Il. Based on this consideration it is possible that a5KI
do not engage in exploratory behaviour towards the stressed demonstrator, that is unfamiliar
to them, due to an aversion of risk. Indeed, a stressed unfamiliar mouse can be considered as
presenting a threat with the odor, pheromones or vocalization that they generate, making
o5KI mice avoidant of the stressed demonstrator. Conversely however, a5KO mice’s deficit in
discrimination between two demonstrators in different affective state is in line with the social

detachment trait allocated to the Type Il AUD profile®.

The Restrainer Tube Test (RTT) aimed at exploring prosocial behaviour through the
testing of helping-like behaviour. For this elaborate social task, the mice underwent training
and succeeded in learning how to open a paper sealed tube both from the inside and from the
outside, regardless of their genotype or sex. However, when looking at their cagemate freeing
behaviour, an interplay between genotype and sex was found. Strikingly, an opposite profile
of prosocial behaviour was witnessed between male and female controls, suggesting that
female mice partake in more prosocial behaviour compared to males who lack prosocial
tendencies. Moreover, while the preceding test suggested that a5KO and a5KI mutants are
not able to discriminate well between a state of stress and a neutral affective state; both a5-
mutants had the highest proportion of cagemate freeing in females, suggesting higher rates
of prosocial behaviour compared to controls. In males, however, a5KIl were found to differ
from controls and a5KO in their higher rate of cagemate freeing behaviour. These results
suggest that a5KI mice are generally more helping of a trapped cagemate regardless of sex.
Unlike in the ASDT task, in this prosocial task, the trapped mouse was a littermate of the test
mouse, meaning they were acquainted with each other. In light of this consideration, it is

possible that a5KI strains did not perceive the freeing of the cagemate as a risk compared to
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the approach of an unfamiliar stressed demonstrator during the ASDT, which would explain
why in the first task they were found to be bad affective state discriminators. Moreover, while
female a5KO tended to open the cagemate tube more, both male and female a5KO mice
opened empty tubes as much as they opened cagemate-containing tube, it is therefore
possible that they free their cagemate because they enjoy the task of tube opening and are
not necessarily motivated by the prosocial act of freeing the cagemate. In contrast, female
a5KI mice overwhelmingly opened more cagemate tubes than empty ones, further validating
the idea that this strain opens cagemate tubes due to their content, which can be interpreted
as acting in a prosocial way. The score for empathy-like behaviour enabled us to get a good
overview of the interaction of sex and mutation for the display of pro-social behaviour across
our groups. While null mutants scored negatively in both sexes, female a5KI scored positively
compared to controls rendering them the genotype with the most display of empathy-like

behaviour.

Taken together the results of our study put forward a complex interaction between
gender and genotype in the expression of emotional discrimination and prosocial behaviour
which further differentiates a5KO and a5KI mutants and fits with the reverse personality
profile of two extremes on the AUD spectrum: Type | and Type Il AUDs as proposed by the
typology of Cloninger and colleagues (1996). The profile of male but not female a5KO mirrors
the emotional profile of Type Il patients with their deficit in emotional discrimination along
with their lack of display of prosocial behaviour which can be translated by emotional
detachment in the human typology. Male a5KO also differ from their a5KI counterparts due
to their higher display of aggression during social interaction with a peer, which further fits
the impulsive, sensation seeking profile of Type Il Alcoholics®. On the other hand, female but
not male a5KI mice parallel the predominately female typology of Type | AUD due to their
socially aware and emotionally dependent profile shown through their emotional
discrimination and display of prosocial behaviour along with their higher rates of disinterested
interaction with peers. By using two social-emotional tasks based on the identification of
distress in an unfamiliar and a familiar mouse, we propose that previous studies showing a5KI
mice display a deficit in sociability may be hidden by the fact that these mice are wary of risk,
as presented in the form of an unfamiliar demonstrator. From a therapeutic standpoint, these
results show that mice with a human genetic vulnerability linked to AUD have different socio-
emotional phenotypes, which is a crucial point to take into consideration in translational

research on AUD. Indeed, it further justifies the need for specificity in the treatment offers for
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AUDs. While Type | patients may benefit from anxiety-reducing therapy or medication to treat

the underlying motive for drinking, Type Il alcoholics could benefit from a different approach

that would focus on social cognitive skills to reduce the impulsive nature of disordered

drinking. Further research will need to be done in the future to investigate the functional

impact of either a5-nAChR mutation at the neural network level.
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[I- Expériences complémentaires

1. Le a5-SNP D398N entraine une augmentation de la transmission BLA-CA1v et BLA-
CA1d alors que la délétion de la sous-unité a5-nAChR diminue la transmission BLA-

CAlv

Comme présenté en introduction de cette these, la sous-unité accessoire a5 des nAChRs est
présente dans les régions ventrale et dorsale de I'hippocampe (HPC), ce qui nous améne a nous
interroger sur le role de la sous-unité a5-nAChR dans la cognition sociale impliquant I’'HPC. Des études
ont démontré que la plasticité synaptique au sein de 'HPC est modulée par les a5*nAChRs (Besson et
al., 2016; Placzek et al., 2009). Les projections du noyau basolatéral de I'amygdale (BLA) a
I'hippocampe ventral (HPCv), et plus particulierement au CA1 ventral (CAlv), sous-tendent les
comportements liés a I'anxiété, et la photo-modulation de cette voie induit des déficits sociaux (Y.
Yang & Wang, 2017). De plus, en raison de ses connexions au cortex préfrontal (PFC), 'HPCv est
considéré comme central dans la fonction sociale, comme la reconnaissance d’'un congénere et
I'apprentissage par les autres basé sur la « mémoire sociale » (Tzakis & Holahan, 2019). Par
conséquent, les différences dans les profils émotionnels liés aux mutations de la sous-unité a5-nAChR
pourraient étre liées a une activité différentielle des voies BLA-CA1d et/ou BLA-CA1v.

Dans le but d’évaluer I'impact de I'absence ou du polymorphisme D398N de la sous-unité a5-nAChR
sur la plasticité dans les voies BLA-CAld et BLA-CAlv, nous avons débuté des enregistrements
extracellulaires in vivo sur les males a5KO, a5KI et WT dont les données comportementales sont
présentées dans l'article 3. Six semaines apreés leur dernier essai dans le test du RTT, 34 males ont été

enregistrés dans les conditions décrites ci-apreés.

e Matériel et méthodes

Implantation des électrodes de stimulation et d’enregistrement par chirurgie stéréotaxique.

Deux électrodes d’enregistrement intra-craniales ont été positionnées dans le CA1 ventral et dorsal
par rapport au Bregma selon les coordonnées suivantes : vCA1, AP -3.08 mm, L 3.06 mm, DV -3.4 mm;
dCA1, AP -2.0 mm, L 1.50 mm, DV -1.50. Une électrode de stimulation a été positionnée dans le BLA
selon les coordonnées : AP -1.16 mm, L 3.3 mm, DV -4.9 mm. La mise en place de ces 3 électrodes a
été réalisée sous anesthésie générale (induite par une injection intrapéritonéale d’hydrate de chloral
a 8%, a un volume de 0.1ml/10g de souris) et aprés placement de I'animal sur un cadre stéréotaxique.
De la lidocaine HCL (Xylocaine®, 5%) a été utilisé comme anesthésique local au niveau du scalp et les
yeux ont été protégés a l'aide d’un gel (OcryGel®). Un tapis chauffant a été utilisé pour contréler la

température corporelle et prévenir toute hypothermie induite par I'anesthésie.
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Enregistrements électrophysiologiques in vivo chez des souris anesthésiées.

Nous avons dans un premier temps enregistré les potentiels de champs évoqués (PCEs) simultanément
dans les CAlv/d via la stimulation du BLA (chocs rectangulaires biphasiques, 100us). Le signal de
I'activité évoquée a été enregistré grace a des amplificateurs opérationnels JFET, amplifié 1000 fois et
filtré (1-1000 Hz ; A-M Systems) puis stocké par I'intermédiaire d’'un micro-ordinateur 11 (interface
CED 1401) pour une analyse ultérieure. Une courbe entrée/sortie (amplitude du signal enregistré dans
le CAld ou CAlv en fonction de I'intensité de la stimulation du BLA) a été établie pour chaque souris.
Une activité basale (pré stimulation a haute fréquence) a ensuite été enregistrée pendant 20 min a
une intensité de stimulation générant 50 a 70% de I'amplitude maximale dans les deux structures

cérébrales (préalablement déterminée par la courbe entrée/sortie).

Stimulation a haute fréquence

Afin de vérifier I'existence de modifications de la plasticité des voies BLA-CAlv/d chez les mutants a5,
un protocole de stimulation a haute fréquence (SHF ; 5 trains de stimulation de 5 chocs de 100 Hz) du
BLA a été appliqué apres les 20 min d’enregistrement en condition basale. La SHF a ensuite été
immédiatement suivie d’un enregistrement de 50 minutes a 0,05 Hz. Les changements induits par la
SHF ont été estimés en pourcentage de variation par rapport aux signaux pré SHF. L'amplitude de
chaque PCE dans le CAlv et le CAld est mesurée de I'astérisque rouge a N1 et N2 respectivement
( ). Afin de vérifier I'effet des taches comportementales sur la plasticité, 5 males WT naifs aux

taches sociales ont également été enregistrés en tant que controles.

Analyses statistiques

Les données électrophysiologiques (réponses évoquées exprimées en pourcentage de variation
d’amplitude par rapport aux réponses basales * DS) des différents groupes ont été testées en tant que
variables dépendantes dans une ANOVA a mesure répétée (délais post SHF) avec le génotype comme
variable indépendante. La variation de I'amplitude de la réponse évoquée par la SHF par rapport aux
réponses de base (pré SHF) a été analysée pour chaque groupe a I'aide d’un t tests a échantillons

appariés. Le niveau de significativité statistique a été fixé a p<0,05.

e Résultats

Voie BLA-CA1v. L’analyse de la variation des potentiels de champs évoqués (PCEs) dans le CAlv apres
stimulation a haute fréquence (SHF) du BLA par rapport aux mesures de base révéle que les souris WT
présentent une augmentation significative et a long terme (>50 minutes) de I'amplitude des PCEs dans
la voie BLA-CA1lv (t=3.07, df=4, p=0,037 ; ). Les males a5KI présentent, comme les WT, une
potentialisation a long terme de I'amplitude des PCEs. En revanche, les souris a5KO ne présentent pas
d’augmentation significative de la réponse par rapport a la ligne de base, quel que soit le délai post

SHF. Ces observations sont soutenues par un effet de génotype significatif sur la variation de
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I’amplitude des PCEs dans le CAlv (F(2,13)=6.6 ; p=0,010 ; Bonferroni/Dunn post-hoc, a5KI vs a5KO :

p=0,033).
A WT & (n=6) =@=q5KO0 & (n=7) a5Kl g (n=4) B WT & (n=7) =#=a5KO0 &' (n=6) aSKl & (n=4)
180 ~ 240
E * T 220 -
g 160 - g o
Q 2 _ 200 -
g9 o g ]
< < 140 A | 7 T e 180 1
g g i g2
& & | S 2 160 -
w @ -
U = | a o 1]
T 5 120 - s 7 ] &
g2 | | $ S 140 1
2= £&
=2 g 120 -
E 100 re--—-—---- = E
<
< 100 4
80 = LIB r T T T T 1 80 = 1 r T T T T 1
1100 200 300 40" S0 LB 1' 10' 20' 30' 40° 50'
CAlv
0.4mv C 10 50 Post-SHF CAld D ,u. 50 Post-sHF
> * 0.2mvV ®
% - T
| 2] < 180 A
3w o . |
N E3 ® £ 3 160
© T 140 - N2 -
30 ms o E ‘ ] E
e 2 (D 25ms % §14D 4
8 £120 4 | oL
o8 8 8120 -
T 28
E¥100 --——--—--L{---B& - 5
= g 100 4-----—8----—-
£ ®
<J
= 80 - 80 4
WTS a5K0d o5Kli g WTJ a5KOd a5KId
(n=6) (n=7) (n=2) (n=6) (n=7) (n=2)

Figure 24. Modulation différentielle des voies BLA-CAld et BLA-CAlv chez les mutants a5. La
variation de I'amplitude des PCEs dans le CAlv (A) et le CAld (B) est exprimée en pourcentage de
variation par rapport a la ligne de base chez les males WT, a5KO et a5Kl a 1, 10, 20, 30, 40 et 50 minutes
apres la SHF du BLA. PCEs : potentiels de champs évoqués ; SHF : stimulation a haute fréquence.
Histogrammes montrant la variation des PCEs dans le CAlv (C) et CAld (D) 50 minutes aprées la SHF du
BLA. Représentation schématique du signal de PCE dans le CAlv (en bas a gauche) et dans le CAl1d (en
bas a droite) avec I'artefact de stimulation. L’amplitude est mesurée de I'astérisque rouge a N1 et N2
dans le CAlv et CA1d, respectivement. *p<0,05 : effet génotype (ANOVA) ; op<0,05 : versus ligne de
base (t test apparié) ; 8p<0.05 : a5KO vs a5KI (post-hoc Bonferroni/Dunn) ; ® p<0.05 : 50min post SHF

vs ligne de base (t test apparié).

Voie BLA-CA1d. Contrairement au CAlv, les males WT ne présentent pas d’augmentation significative
de I'amplitude des PCEs par rapport a la ligne de base ( ). Ces derniers ne présentent pas non

plus de potentialisation significative de la réponse dans le CAld suite a la SHF du BLA ( ).
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Contrairement a la voie BLA-CA1yv, les souris a5KO0 présentent une potentialisation significative de la
voie BLA-CA1d aux délais de 1 minute (t=2.65, df=5, p=0,022) et 10 minutes (t=2.67, df=5, p=0,022)
post SHF. Les deux mutants a5 présentent une augmentation significative dans le CAld, a court terme
chez les a5KO (a 10 min) et a long terme chez les a5KI (a 50 min : t=3.19, df=3, p=0,049 ;

). Ces résultats montrent que la transmission amygdalo-hippocampique est plus potentialisable
(CA1v/d), chez les souris a5KI que chez les souris WT et a5KO. A I'inverse, les males a5KO présentent
un déficit dans la potentialisation de la voie BLA-CAlv apres une SHF, mais pas dans la transmission a

court terme dans la voie BLA-CA1d.

e Discussion

Notre étude électrophysiologique des voies amygdalo-hippocampiques dorsale et ventrale, connues
pour étre impliquées dans les comportements socio-émotionnels, a révélé d’'importantes différences
entre les males a5KI et a5KO. En effet, alors que la transmission neuronale des voies BLA-CAlv/d est
plus potentialisable chez les souris a5KI, nous avons constaté que les souris a5KO présentent un déficit
spécifique de la transmission entre le BLA et la région ventrale du CA1, comme le montre I'absence de
potentialisation significative suite a une SHF. Ce déficit n’est pas observé dans la région dorsale du CA1
(du moins a court terme). Ces résultats pourraient expliquer pourquoi les males a5KO présentent un
déficit dans la reconnaissance émotionnelle et dans I'expression de comportements prosociaux
puisque les voies BLA-CA1lv sont supposées impliquées dans le traitement socio-émotionnel (Y. Yang
& Wang, 2017). A l'inverse, la potentialisation plus élevée des voies amygdalo-hippocampiques chez
les souris a5KI pourrait expliquer pourquoi celles-ci présentent de meilleures performances dans les
taches prosociales. De plus, nos résultats montrent qu’aprés une SHF du BLA les souris a5KI présentent
une potentialisation a long terme dans les deux régions du CAl, comme le montre I'augmentation
significative de I'amplitude des PCEs par rapport a la ligne de base au délai 50 minutes. Ces résultats
suggerent en outre une transmission plus potentialisable dans les voies BLA-CA1 des males a5KI que
dans celles des males WT et a5KO. Les substrats neuronaux d’une potentialisation plus élevée dans la
voie BLA-CA1lv, voie impliquée dans les comportements sociaux, peuvent représenter un point de
départ pour expliquer la forte sensibilité aux signaux sociaux qui caractérise les alcooliques de type |
(Cloninger et al., 1996). D’autres études électrophysiologiques incluant des groupes de femelles

devront étre menées pour confirmer ces résultats intéressants.
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DISCUSSION GENERALE
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Le circuit des a5*nAChRs et les comportements associés a la

consommation d’alcool

|- LATV et I'IPN

Dans le cadre de ma theése, j'ai étudié la sous-unité a5 du récepteur cholinergique
nicotinique (nAChR). Celle-ci fait partie des sous-unités les moins exprimées au niveau du
systéme nerveux central (SNC), n’est pas essentielle a la formation du récepteur nAChR, ne
peut pas en former un fonctionnel sans les autres sous-unités a et B, et ne contribue pas au
site de liaison de I'agoniste endogéne de son récepteur : I'acétylcholine (ACh) (Albuquerque
et al., 2009; Corringer et al., 2012; Gotti et al., 2006; Zoli et al., 2018). Sa fonction au sein du
SNC est finalement trés peu connue. Pourtant, plusieurs études pangénomiques récentes ont
mis en évidence des corrélations entre des mutations du géne CHRNAS codant pour cette
sous-unité a5-nAChR et le risque de troubles liés a I'usage d’alcool (TUALs) (Hallfors et al.,
2013; Joslyn et al., 2008; J. C. Wang et al., 2009). De facon intéressante, la relative faible
expression de la sous-unité a5 est restreinte a des structures cérébrales (Brown et al., 2007),
dont certaines appartiennent au circuit cérébral de la récompense, ou a d’autres réseaux
impliqués dans la régulation de la consommation d’alcool : le noyau interpédonculaire (IPN),
I'aire tegmentale ventrale (ATV), le cortex préfrontal (CPF), I'hippocampe (HPC), le thalamus
(TH), 'hypothalamus (HPT), le tubercule olfactif (TO) et le colliculus inférieur (Cl). On sait
aujourd’hui que sa présence améliore significativement [I'efficacité des récepteurs
a4B2*nAChRs exprimés au sein de ces structures (Scholze & Huck, 2020). Au cceur du circuit
des récepteurs a5*nAChRs se trouvent ainsi deux centres d’intégration de signaux
récompensants/aversifs: I'ATV et I'IPN (L. Wills & Kenny, 2021). Alors que I'ATV, riche en
neurones dopaminergiques, est largement associée a une motivation accrue pour la
nouveauté, le renforcement et les états affectifs positifs ; I'IPN est une région du cerveau
régissant une motivation réduite pour la nouveauté et dirigée vers la familiarité, ainsi que
I'aversion et les états affectifs négatifs. Ce sont les deux structures, en particulier I'IPN,
exprimant le plus densément la sous-unité a5-nAChR dans: une population neuronale
GABAergique pour I'lPN (plus spécifiquement dans son sous-noyau rostral, I'IPR) (Hsu et al.,
2013; Morton et al., 2018) et dopaminergique pour I’'ATV (plus spécifiqguement dans sa partie
postérieure, ~ sous-noyaux parabrachial pigmenté, PBP et paranigral, PN) (Klink et al., 2001;

Zhao-Shea et al., 2011a). Des études in vitro et in vivo ont démontré que les récepteurs
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a5*nAChRs jouent un réle essentiel dans la régulation de I'activité des neurones
dopaminergiques dans le systeme cérébral de la récompense (Exley et al., 2012; Faure et al.,
2014; Grieder et al., 2017; Morel et al., 2014b; Xiao et al., 2020). Dans le cadre de ma thése,
nous avons en plus démontré chez la souris, que les récepteurs a5*nAChRs interviennent dans
I'activité évoquée in vitro par l'alcool des neurones dopaminergiques de I'ATV et
GABAergiques de I'IPN ; témoignant de leur réle potentiellement crucial dans les systémes
cérébraux de la récompense et de I'aversion. A I'appui, nous avons démontré a I'échelle
comportementale, que la délétion du gene CHRNAS diminue a la fois les effets récompensants
de solutions d’alcool a faibles concentrations, et les effets aversifs de solutions d’alcool a
fortes concentrations. Ce qui a pour conséquence de significativement augmenter chez la
souris I'auto-administration, intracérébrale ou orale, de solutions fortement alcoolisées. Nous
avons aussi constaté que la réexpression neurospécifique de récepteurs a5*nAChRs dans les
neurones GABAergiques de I'IPN de souris dépourvues du géne CHRNAS5 (a5KO0), réduit la
consommation de solutions fortement alcoolisées initialement observée chez ces mutants.
Dans ce projet, nous avons ainsi démontré que les récepteurs a5*nAChRs contribuent aux
propriétés récompensantes/aversives de I'alcool et également a I'activité neuronale induite
par I'alcool au niveau des systemes cérébraux de la récompense (ATV) et de I'aversion (IPN).
Les a5*nAChRs offrent la possibilité de caractériser d’avantage ces réseaux dont l'interaction

a été étonnement peu étudiée.

[I- ATV ¢ IPN ?

Des données anatomiques suggerent que I'IPN innerve de facon directe et indirecte
I’ATV, notamment via ’habénula médiane ou MHb (Claudio Cuello et al., 1978; Hayakawa et
al., 1981; B. J. Morley, 1986). L'ATV envoie également des efférences en direction de la MHb
qui envoie en retour ses projections les plus denses sur I'IPN (Herkenham & Nauta, 1977;
McLaughlin et al., 2017; Phillipson & Pycock, 1982). Néanmoins I'implication fonctionnelle de
ces connexions n’a pas encore été caractérisée. Des études récentes suggérent en plus
I’existence de projections dopaminergiques du noyau paranigral de I’ATV innervant la partie
caudale de I'IPN (DeGroot et al.,, 2020; Molas, Zhao-Shea, et al., 2017). Cette voie
mésointerpédonculaire a été impliquée dans la régulation des comportements associés a
I'anxiété et a la préférence pour la nouveauté, qui sont fortement engagées dans la recherche
d’alcool. D’aprés nos données, il serait intéressant d’étudier I'implication de cette voie dans

le comportement d’auto-administration d’alcool et de vérifier si les récepteurs a5*nAChRs de
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I’ATV sont exprimés dans cette population dopaminergique spécifique projetant sur I'IPN. En
outre, une autre étude récente a démontré qu’un sous-ensemble spécifique de neurones
GABAergiques interpédonculaires exprimant la sous-unité a5-nAChR, appelés a5#meol
régulent la préférence pour la nicotine. Ces neurones a5™&°! semblent envoyer de longues
projections au noyau tegmental latérodorsal (LDTg), qui est 'une des principales sources
d’innervation cholinergique des neurones dopaminergiques de I'ATV (Ables et al., 2017). Sur
la base de nos données, il serait intéressant d’explorer le role de ces neurones GABAergiques
interpédonculaires a5%™e°! dans la signalisation associée a I'alcool. Aussi, la découverte de
ces neurones a5%™me&°l démontre que les neurones GABAergiques de I'IPN ne codent pas
seulement I'aversion mais peuvent aussi étre impliqués dans les effets récompensants ou la
motivation positive. De fagon similaire, méme si les mécanismes sont encore mal compris, de
plus en plus d’études viennent étayer le réle de la DA et des neurones dopaminergiques de
I’ATV dans la modulation et le codage des expériences aversives (Lammel et al., 2014;
Pignatelli & Bonci, 2015). Les récepteurs a5*nAChRs pourraient ainsi permettre
I'identification et I’étude des rdles spécifiques de sous-populations neuronales, notamment
dopaminergiques de I’ATV et GABAergiques de I'IPN, et ainsi de mieux définir les réseaux

neuronaux sous-tendant la signalisation de la récompense et de |'aversion.

-2 ¢> ATV IPN S ?

Les récepteurs a5*nAChRs pourraient également sous-tendre les comportements
associés a la consommation d’alcool via la modulation d’un autre systeme que le systéme
dopaminergique du circuit de la récompense : le systéme sérotoninergique. L'IPN envoie en
effet de nombreuses projections en direction des noyaux du raphé, dont la fonction la plus
importante et la plus connue est la libération de sérotonine. De fagon intéressante, les
neurones GABAergiques a5”™Mg&°l de I'IPN projettent sur les noyaux médian (MnR),
paramédian (PMnR) et dorsal du raphé (DRN). De plus en plus de données issues d’études
précliniques et cliniques impliquent les systémes sérotoninergiques (5-HT) dans la
physiopathologie des TUALs (Marcinkiewcz, 2015). L’hypofonction 5-HT, par exemple, est
associée a un alcoolisme précoce qui conduit a la consommation impulsive d’alcool.
L’hyperfonction 5-HT, d’autre part, est associée a I'anxiété et peut jouer un role dans la
consommation d’alcool a des fins d’automédication. De plus, une étude récente a révélé que
la stimulation optogénétique des afférences 5-HT du DRN sur le NAc est récompensante (Z.

Liu et al., 2014). Etant donné la ressemblance frappante que nous mettons en évidence entre
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les phénotypes des souris mutées au niveau de la sous-unité a5-nAChR et les phénotypes
associés a une hypo/hyperfonction 5-HT (comportements impulsifs et agressifs des souris
a5KO0 et a I'inverses, anxieux des souris a5Kl), nous suggérons que les récepteurs a5*nAChRs
de la voie IPN -> DRN pourraient jouer un réle crucial dans I’'expression de ces phénotypes et

donc dans les comportements associés a I'abus d’alcool.

La fonction et I'implication d’autres voies intéressantes pourraient également étre éclaircies
par I’étude des récepteurs a5*nAChRs. Ces derniers sont en effet également exprimés dans
les interneurones GABA VIP (exprimant le peptide vasoactif intestinal) des couches I/Ill et les
neurones pyramidaux de la couche VI du cortex préfrontal (CPF) qui est impliqué dans la perte
de contréle vis-a-vis de la consommation d’alcool. Ils sont aussi présents au niveau du CA1l
ventral et du subiculum de I’hippocampe (HPC) qui jouent notamment un role crucial dans les
aspects socio-émotionnels ; des facteurs importants dans le développement des TUALs. De
plus, une étude récente a démontré I'existence de projections sérotoninergiques de I'IPR
innervant la partie ventrale de I'HPC (Sherafat et al.,, 2020). Pour finir, les récepteurs
a5*nAChRs sont exprimés dans I’hypothalamus (HPT), le thalamus (TH), le tubercule olfactif
(TO) et le colliculus inférieur (Cl) dont I'implication dans les comportements associés a 'alcool
ont été suggérés mais restent mal compris (Bordia & Zahr, 2020; Huang et al., 2018; Ikemoto,

2007; Z. Zhang et al., 2017).

Un point particulierement important reste a éclaircir via I'’étude de ces réseaux : pourquoi les
lighées mutantes a5KI et a5K0, dont les modifications génétiques affectent la méme protéine
(la sous-unité a5-nAChR), consomment toutes deux significativement plus d’alcool a forte
dose que leur congéneéres non mutées (WT), mais expriment des phénotypes
comportementaux opposés ? Le a5-SNP D398N du géne CHRNAS (souris a5KI) semble induire
une perte seulement partielle de la fonction de la sous-unité a5-nAChR, en comparaison avec
sa délétion (souris a5KO). Il est alors possible que dans I'un ou l'autre de ces cas, des
mécanismes de compensation différentiels soient mis en place et que ceux-ci ne concernent
que certaines voies spécifiques, notamment la voie GABAergiques a5*™e°l de |'IPN projettant
sur les noyaux du raphé. De maniere générale, compte tenu de la distribution généralisée des
récepteurs nAChRs, les délétions de sous-unités individuelles dans des modeéles murins sont,
a I'exception de la sous-unité a3, étonnamment bien tolérées (Champtiaux & Changeux, 2004;
N. Wang et al., 2002). Plusieurs mécanismes peuvent expliquer cette observation : la
neurotransmission ou modulation cholinergique qui agit en parallele d’autres

neurotransmetteurs, peut en cas de déficit, étre compensée par ces derniers ; la fonction
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d’une sous-unité manquante pourrait étre remplie par des sous-unités normalement
transcrites ; ou la délétion/I'altération d’un géne de sous-unité nAChR pourrait étre
compensée par la régulation d’autres ARNm de sous-unité nAChR. Il a été démontré que la
délétion du gene CHRNAS de la sous-unité a5 n’affecte pas les niveaux d’ARNm des autres
sous-unités nAChRs qui 'accompagnent, ni dans le SNC, ni dans le ganglion cervical supérieur
(David et al., 2010; Putz et al., 2008; Salas et al., 2003). Il est donc tout a fait possible que la
neurotransmission dans certaines voies spécifiques soit régulée a la baisse ou a la hausse : (1)
seulement dans le cas de I'absence de a5-nAChR ; (2) seulement dans le cas de la présence de
sa version mutée a5°398N-nAChR; ou (3) dans les deux cas mais de facon différente. L’étude
des effets comportementaux associés a la manipulation par exemple optogénétique ou
chémogénétique des différents réseaux a5*nAChRs mentionnés ci-haut, ou bien leur analyse
électrophyisologique chez les souris a5KI et a5KO, permettrait de déterminer si certaines

voies régulées a la hausse ou a la baisse sont a I’origine des fortes différences phénotypiques.

V- Dimorphisme sexuel dans les circuits et fonctions des a5*nAChRs

Comme souligné dans la revue Moen et Lee, 2021, les sujets femelles sont
historiquement sous-représentés dans la recherche préclinique. Une méta-analyse historique
de 2011 a révélé que seulement 20% des publications en neurosciences incluaient les deux
sexes (Beery & Zucker, 2011). Des analyses plus récentes ont montré des améliorations
modérées avec ~50% des publications en neurosciences rapportant I'utilisation de sujets
masculins et féminins en 2017, bien que seulement 15% de ces études utilisant les deux sexes
incluaient explicitement le sexe comme variable expérimentale (Mamlouk et al., 2020;
Woitowich et al., 2020). De méme, relativement peu d’études ont spécifiquement abordé le
role des récepteurs nAChRs dans les comportements associés a I'alcool en utilisant a la fois
des animaux males et femelles : une recherche PubMed avec le mot-clé « récepteur
nicotinique » répertorie plus de 22 400 publications de 1990 a 2021, tandis que I'utilisation
des mots-clés « récepteur nicotinique » et « sexe » ne renvoie qu’a ~320 résultats. Pourtant,
il est aujourd’hui connu que les hommes et les femmes different dans leur vulnérabilité aux
drogues, notamment a travers les différentes phases du développement de I'addiction (J. B.
Becker & Koob, 2016; Lynch, 2018). Pour toutes ces raisons, nos travaux ont été menés chez
des sujets des deux sexes, et ceux-ci ont chacun été étudié comme groupe a part entiére.

Globalement, les effets de la délétion ou du a5-SNP D398N du géne CHRNAS ont des
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conséquences similaires chez les souris males et femelles, mais nous avons observé plusieurs

différences qualitatives et/ou quantitavives importantes.

La délétion constitutive des récepteurs a5*nAChRs augmente significativement I'auto-
administration intra-ATV de solutions d’alcool a fortes concentrations chez les deux sexes.
Cependant, les femelles ont montré une acquisition plus rapide que les males, aussi bien de
la préférence (a5K0), que de I’évitement (WT) pour I’alcool a plus forte dose. Fait intéressant,
les femmes ont tendance a progresser plus rapidement dans le développement d’un TUAL par
rapport aux hommes (Agabio et al., 2017). Cependant, l'auto-administration élevée
rapidement acquise chez les femelles a5KO semble transitoire. Pour déterminer si cette
cinétique reflete une vulnérabilité plus élevée ou plus faible au développement d’un potentiel
TUAL, il serait instructif d’évaluer leur auto-administration d’alcool aprés une période
d’abstinence forcée, ou de répéter ces expériences avec un paradigme d’auto-administration
intermittent (tous les deux jours au lieu de jours consécutifs). Nous avons également mis en
évidence d’importantes différences entre les sexes dans I'activité de I'IPN, avec des réponses
évoquées par l'alcool dans les neurones GABAergiques de I'IPN opposées entre les males et
les femelles WT (non retrouvées entre les males et les femelles a5K0). Une étude récente a
révélé qu’une exposition chronique a la nicotine entraine une augmentation des niveaux de
transcription de chrna5 dans I'lIPN, mais seulement chez les femelles (Correa et al., 2019). De
plus, par rapport aux rats, les rates présentent un plus grand nombre de cellules actives dans
la partie centrale de I'IPN en réponse a un sevrage nicotinique; et cette activation de I'IPN
induite par le sevrage est corrélée a des états affectifs négatifs chez les femelles, mais pas
chez les males (Matos-Ocasio et al., 2021b). Des mécanismes sexe-spécifiques impliquant les
a5*nAChRs pourraient donc contribuer a des réponses différentielles a la nicotine mais aussi

a l'alcool et a leur sevrage, entre les hommes et les femmes.

L’expression de la sous-unité a5-nAChR dans I'IPN est modulée de facon dose-dépendante par
la progestérone (Gangitano et al., 2009). Il pourrait donc étre intéressant d’évaluer si les
réponses évoquées par I'alcool dans les neurones GABAergiques de I'IPN des femelles WT
varient au cours du cycle cestral. En revanche, il est important de noter qu’un role des
hormones sexuelles dans I'expression et la fonction des nAChRs n’implique pas
nécessairement une variabilité comportementale tout au long du cycle cestral. L'idée selon
laquelle les mesures des résultats chez les rongeurs femelles sont intrinsequement plus
variables que chez les males en raison du cycle cestral a été réfutée a de nombreuses reprises

(Beery, 2018). Plusieurs études ont démontré que I'auto-administration d’alcool chez les rates
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adultes ne varie pas selon la phase de I'cestrus (Donny et al., 2000; Priddy et al., 2017);
cependant, une étude a rapporté une augmentation de la recherche de nicotine chez des rates
adolescentes soumises a un sevrage nicotinique pendant la phase de I'estrus (Lynch et al.,
2019). L'effet sexe-dépendant le plus rapporté dans la littérature est que les rongeurs femelles
consomment de plus grandes quantités d’alcool que les males dans les paradigmes chroniques
de 2BC (« 2-bottle choice »), de DID (« drinking-in-the-dark ») ou opérants (Lynch, 2018; Nieto
& Kosten, 2017; O’Rourke et al., 2016; Priddy et al., 2017; Szumlinski et al., 2019).

En accord avec la littérature, nous avons constaté que les souris femelles boivent d’avantage
d’alcool que les males dans un protocole intermittent de 2BC (avec des solutions alcoolisées
entre 3 et 40%). Toutefois, nous n‘avons pas constaté cet effet dans le protocole d’auto-
administration intra-ATV d’alcool; les femelles WT s’auto-administrent méme
significativement moins que les males WT pour l'une des doses testée (56mg%). Ce qui
suggere que I'hypothése seule d’un dimorphisme sexuel au niveau de I’ATV et de ces ciblent
n’explique pas la plus forte consommation orale observée chez les femelles, et que d’autres
structures et réseaux entrent en jeu. Comme dans le paradigme intra-ATV, la délétion ou le
o5-SNP D398N du géne CHRNAS augmente significativement |’auto-administration orale
d’alcool a fortes doses chez les deux sexes, mais pour des solutions d’alcool a 40% chez des
femelles et a 60% chez les males. De plus, la réexpression neurospécifique de la sous-unité
a5-nAChR dans les neurones GABAergiques de I'IPN réduit significativement la consommation
d’alcool chez les males a5K0, mais pas chez les femelles a5K0. Ces données montrant une
interaction entre les mutations de CHRNAS et le sexe renforcent I'hypothése que des
mécanismes sexe-spécifiques impliquant les a5*nAChRs pourraient contribuer aux réponses
différentielles associées a I'alcool, entre les males et les femelles. Comprendre les différences
entre les sexes en matiere de vulnérabilité a I'abus d’alcool et les mécanismes neuronaux a
I'origine de ces différences est essentiel pour acquérir une compréhension compléete du
comportement et développer des traitements pour les hommes et les femmes diagnostiqués
avec un TUAL. Mais comme discuté ci-apres, le sexe n’est pas seul facteur qu’il devient

essentiel d’appréhender dans les recherches autour de I'alcool...
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Mutants a5-nAChRs : modeles précliniques de TUALSs spécifiques ?

- Vers une meilleure appréhension de I’'hétérogénéité des TUALs : les sous-

types

Un TUAL est le résultat d’'une combinaison de facteurs biologiques/génétiques,
comportementaux et environnementaux; autant de combinaisons possibles qui peuvent
générer différentes motivations a consommer de I'alcool et donc différentes formes de TUALs,
notamment entre les hommes et les femmes. Pour faire face a cette hétérogénéité, des
chercheurs tentent d’en identifier les sous-types sur la base de plusieurs caractéristiques : le
sexe, I'age, les antécédents familiaux, le profil de consommation, les traits de personnalité et
les troubles psychiatriques associés. Depuis 1960 a nos jours, au moins 12 typologies
différentes du TUAL, comprenant deux a cing sous-types, ont été proposées (Leggio et al.,
2009). En particulier, deux d’entre elles ont été établies a partir d’échantillons
communautaires et pas seulement de patients cherchant a recevoir un traitement : (1) la
classification de Cloninger basée sur les données d’une grande étude d’adoption en Suéde
(Cloninger et al., 1996) ; (2) et la classification de I'institut national américain pour I'abus
d'alcool et l'alcoolisme (NIAAA), basée sur les données d’'une enquéte épidémiologique

représentative a I'échelle des Etats-Unis d’Amérique (Moss et al., 2007).

1. Les sous-types| et Il de Cloninger

Cloninger identifie deux sous-types de TUALs : le « type | » et le « type Il ».

Le type | est caractérisé par |'apparition de problemes de consommation aprés 25 ans, et est

associé a une personnalité anxieuse, une forte dépendance a la récompense, un fort

évitement du risque/des stimuli aversifs et une faible recherche de nouveauté (expliquant

I'initiation tardive). L'individu peut s’abstenir de consommer mais perd le controle aprés une
période prolongée de consommation d’alcool motivée par la réduction de I'anxiété. Pour que

I'alcoolisme de type | s'exprime, I'individu doit a la fois étre génétiquement prédisposé et étre

élevé ou évoluer dans un milieu dysfonctionnel. Ce sous-type est d’avantage représenté chez

les femmes que chez les hommes.

A I'opposé, le type Il se caractérise par I'apparition précoce d’une consommation anormale

(avant 25 ans) et affecte majoritairement des hommes dont la consommation d’alcool est
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motivée par I'effet euphorisant. L'individu est incapable de s'abstenir de boire et présente des

comportements impulsifs, de prise de risque voire d’ordre criminels. Ce type est associé a une

personnalité antisociale, avec une faible dépendance a la récompense, une recherche de

nouveauté élevée, un faible évitement des stimuli aversifs et souvent, a la consommation

d’autres drogues. D’aprés les études de Cloninger, la prédisposition génétique de ce type
d'alcoolisme s'exprimait chez les fils de peres alcooliques par un risque neuf fois plus élevé

qgue dans la population générale, indépendamment du milieu postnatal.

Une étude publiée en 2014 et basée sur des données du projet GARP (« Gothenburg Alcohol
Research Project »), a renforcé la pertinence du type Il dont le trait le plus caractéristique
semble étre la « recherche de nouveauté » (Wennberg et al., 2014). Néanmoins cet article
souligne que le type | est un groupe tres hétérogene qui pourrait étre divisé en différents sous-
types. De facon intéressante, la typologie de Cloninger semble aussi s’appliquer aux

consommateurs d’alcool non dépendants comme les « binge drinkers » (Gierski et al., 2017).

2. Les 5 sous-types de TUALs du NIAAA

La typologie du NIAAA (Moss et al., 2007), la plus récente, distingue quant a elle cing sous-
types : « jeune adulte », « jeune antisocial », « fonctionnel », « familial intermédiaire » et

« chronique sévére ». Brievement :

Le sous-type jeune adulte représente environ 31.5% des personnes souffrants de TUALs et
inclut des buveurs jeunes adultes présentant un taux relativement faible d’abus d'autres
substances ou d'autres troubles mentaux, ainsi qu'un faible taux de TUAL familial. Ceux-ci ne

cherchent généralement pas d’aide pour leur probléme d'alcool.

Le sous-type jeune antisocial (~¥21%) comprend des individus au milieu de leur vingtaine qui
ont commencé précocement a boire régulierement. Plus de la moitié proviennent de familles
ou des problémes de TUALs sont rapportés, et prés de la moitié souffrent de trouble de la
personnalité antisociale (TPAS). Plusieurs d’entre eux souffrent de dépression majeure, de
trouble bipolaire, de problemes d'anxiété et d’addiction a d'autres drogues (plus
particulierement a la nicotine ou a la cocaine). Environ un tiers recherche de I'aide pour leur

probleme d'alcool.
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Le sous-type fonctionnel (~19.5%) concerne des individus d'age moyen, avec une famille et
un emploi stable. Environ un tiers ont une histoire multigénérationnelle de TUALs, environ un

guart ont fait une dépression majeure au cours de leur vie et pres de 50% sont des fumeurs.

Le sous-type familial intermédiaire (~19.5%) inclut des individus d’age moyen dont la moitié
proviennent de familles avec un TUAL multigénérationnel. Prés de la moitié ont déja fait une
dépression, et 20% ont un trouble bipolaire. La plupart fument la cigarette et un cinquieme
ont des problémes avec I'usage de la cocaine et de la marijuana. Seulement 25% cherchent un

traitement pour leur probleme d'alcool.

Le sous-type chronique sévere (¥9%) est représenté par des individus d'age moyen ayant
développé précocement une consommation anormale d'alcool et présentant des taux élevés
de TPAS et de criminalité. Prés de 80% viennent de familles avec des problémes
multigénérationnels de TUALs. lls présentent les plus hauts taux de troubles psychiatriques
incluant la dépression, le trouble bipolaire et les troubles anxieux ainsi que des taux élevés de
dépendance a la cigarette, au cannabis, a la cocaine et aux opiacés (héroine). Deux tiers de
ceux-ci cherchent de I'aide, ce qui en fait le sous-type le plus prévalent dans la patientéle des

traitements des TUALs.

L’'ensemble des différents résultats que nous avons recueillis suggere qu’il pourrait étre tres
intéressant de développer des modéles précliniques pour les différents sous-types de TUALs
humains. Nos données indiquent que les lighées mutantes a5Kl et a5KO dont les modifications
génétiques affectent la méme protéine (la sous-unité a5-nAChR), consomment toutes deux
significativement plus d’alcool a forte dose que leur congénéres non mutées (WT), tout en
exhibant des traits comportementaux opposés. De facon frappante, de nombreuses
caractéristiques phénotypiques des souris mutantes a5KI correspondent a celles du TUAL de
type | de Cloninger, et de nombreuses caractéristiques des souris mutantes a5KO refletent
celles observées dans le type Il de Cloninger ( ). Les souris a5KI et a5KO pourraient-
elles permettre le développement de modeéles précliniques pertinents pour les TUALs de type
| et I, respectivement ? Evidemment, le TUAL semble s’exprimer chez ’lhumain de plus de
deux formes différentes : au moins cing d’apres le NIAAA. Mais les typologies de Cloninger et
du NIAAA partagent, comme avec plusieurs autres typologies proposées, de nombreuses
similitudes. Les sous-types « fonctionnel » et « familial intermédiaire » du NIAAA, caractérisés
par une forte composante dépressive et un développement tardif pourraient correspondre a

deux sous-groupes du Type | de Cloninger. Tandis que les sous-types « jeune antisocial » et
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« chronique sévere » (et éventuellement « jeunes adultes ») caractérisés par une tres forte
influence génétique, une apparition précoce et des TPAS, pourraient correspondre a des sous-
groupes du Type Il de Cloninger. Et méme si cette typologie a cing sous-types venait a étre
renforcée et validée chez I’humain, serait-il possible de capturer toute cette complexité dans
des modeles précliniques ? Initier cette démarche en débutant avec un modéle binaire comme
celui de Cloninger, modéliser au moins deux extrémes de ce spectre continu de manifestations
de TUALs, pourrait déja permettre I'identification de cibles thérapeutiques et I'élaboration de

thérapies plus spécifiques a certaines populations de patients souffrant de TUALs.

Les sous-types de TUALs de Cloninger

Caractéristiques TYPE I a5KO mice

Age d’initiation Aprés 25 ? Avant 25 ?
Similaire, plus Similaire, plus
Distribution par genre > prononcé chez g>2 prononcé chez
les @ les &
Anxiété + + (avec CORT) - - (avec |, CORT)
Recherche de nouveauté
(recherche de sensation chez - - + =
I’humain)
Impulsivité
(opposée au controle - - + +

comportemental)

Compétences sociales / “empathie” + + - -

Agressivité - - + +

Figure 25. TUALs de type I/1l et souris a5KI/a5KO. Tableau résumant les similitudes entre les profils
définissant les sous-types de TUALs | et Il de Cloninger (Cloninger et al., 1996) et les phenotypes
comportementaux des souris mutantes a5KO et a5KI. CORT: corticostérone (biomarqueur associé au

stress).

[I- Souris transgéniques a5KI/a5KO comme modeéles précliniques des TUALs

de type I/Il ?

1. La pertinence des modéles murins transgéniques a5KI et a5KO

La génétique joue un réle crucial dans I'étiologie des TUALs. Les souris a5KI et a5KO

sont basées sur des mutations humaines associées a une augmentation du risque de
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développer des troubles de I'usage d’alcool, ce qui leur conféere au moins un critere de validité
conceptuelle (bien gu’insuffisant a lui seul) en tant que modele préclinique de TUAL. Et
comme mentionné plus haut, plusieurs de leurs critéres leur conferent une validité
d’apparence pertinente avec les TUALs de type | et Il. Les mutants a5KI et a5KO présentent
en effet des comportements de consommation d’alcool anormaux, avec une
surconsommation de solutions fortement alcoolisées par rapport a leurs congénéres WT.
Associée a ce profil de consommation d’alcool, les mutants a5KI et a5KO présentent des
phénotypes particuliers rappelant les profils respectifs associés aux TUALs de type | et Il. En
accord avec leurs plus faibles niveaux de corticostérone (« hormone du stress »), les souris
a5KO0 présentent un phénotype hypoanxieux dans les tests du labyrinthe en croix surélevé
(EPM) et du step-down (SD), et impulsif dans le SD. Elles montrent également de mauvaises

performances sociales dans les tests de reconnaissance des émotions (ASDT, « affective state

discrimination task ») et d’aide vis-a-vis d’un congénere piégé (RTT, « restrainer tube test »).
Dans ce dernier test, les males a5KO présentent également des comportements agressifs
envers leurs congénéres, tandis que les femelles a5KO interagissent juste significativement
moins que les WT. A I'inverse, les males et les femelles a5KI ne présentent pas de phénotype
impulsif et ont tendance a étre hyperanxieux, a en juger par I'augmentation du pourcentage
de « freezing » (réponse de peur) dans le SD, la diminution du temps passé dans les bras
ouverts de I'EPM et les niveaux plus élevés de corticostérone en condition basale. Les males

o5Kl présentent également une plus faible préférence pour la nouveauté que leurs

congéneres WT. Concernant leur profil social, les males et les femelles présentent de moins
bonnes performances dans le test de reconnaissance émotionnelle (ASDT). Néanmoins, dans
ce protocole, les souris « démonstratrices » des états affectifs négatifs (stress) ou neutres a
différencier, sont inconnues a la souris testée. Il est possible que les a5KI explorent moins le
démonstrateur stressé, qui ne leur est pas familier, en raison de leur hyperanxiété et plus
faible prise de risque. En effet, une souris inconnue stressée peut étre considérée comme une
menace de par les différents signaux de détresse qu’elle génere (odeurs, phéromones,
vocalisations), ce qui pourrait favoriser un certain évitement du démonstrateur stressé chez
les souris a5KI et dissimuler leur capacité a différencier les états affectifs de leurs congénéres.
De plus, les performances des souris a5KI dans le test social du RTT sont similaires aux WT
chez les males, et méme meilleures que celles des WT chez les femelles : les femelles a5KI

présentent un score « d’empathie» significativement supérieur a celui des WT. L’'ensemble de

ces données renforce la ressemblance souris a5Kl/alcooliques de type I, et souris

a5K0/alcooliques de type Il. Il serait intéressant de tester la validité prédictive de ces
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modeles a5KI/a5KO en évaluant leur réponse a des traitements reconnus pour diminuer la
consommation d’alcool. Le probléeme c’est qu’on ne sait pas encore comment les différents

sous-types de TUALs réagissent a ceux-ci.

2. Les limites de cette translation/comment la renforcer

a. Coté préclinique

L'un des problemes récurrents dans les modeles précliniques des TUALs est de juger si
ceux-ci expriment des comportements correspondant aux critéres d’addiction évalués chez
'homme. Les mutants a5 présentent une surconsommation d’alcool malgré des
concentrations normalement aversives chez les WT. Il est maintenant essentiel de renforcer
leur pertinence en évaluant si ceux-ci présentent d’autres comportements addictifs associés
a la consommation d’alcool tels que : la préférence pour I'alcool parmi d’autres options
récompensantes, le maintien de la consommation d’alcool en dépit de punitions (par exemple
de I'ajout de concentrations croissantes de quinine dans une solution d’alcool a 20%), la
recherche compulsive d’alcool dans un modéle opérant a ratio progressif ou encore la sévérité
du sevrage et le comportement de rechute aprés une période d’abstinence. Dans le protocole
intermittent de 2BC, nous n’avons pas constaté de différence significative entre le niveau de
consommation des mutants a5 et celui des WT pendant les 30 premieres minutes suivant la
présentation de I'alcool a 40 et 60% ; ce qui laisse suggérer que le profil de surconsommation
des mutants a5 n’est pas compulsif ou similaire a du « binge drinking » et qu’il s’opére tout
au long des 24h. Mais cela n’exclut pas que les mutants a5 présentent de brefs épisodes de
consommation excessives ou qu’ils en présentent plus que les WT, a d’autres délais ou avec
d’autres concentrations d’alcool. L'utilisation de liquomeétres dans le 2BC permettrait de
mieux cerner la microstructure de leur consommation d’alcool et donc I'aspect compulsif ou
non de leur consommation (Vengeliene et al.,, 2013). L'utilisation d’un autre type de
paradigme comme I’auto-administration opérante ou le DID pourrait également permettre la

mise en évidence de ce type de différences.

En dehors du critere de « consommation anormale d’alcool » qu’il faut renforcer, il y a
également des caractéristiques typologiques que nous n’avons pas évaluées. Notamment,
I'importance de I'dge dans 'apparition de la consommation anormale d’alcool, qui est un
critere redondant de différenciation des sous-types de TUALs (Leggio et al., 2009) : elle est

précoce dans le type |l et tardive dans le type | de Cloninger. Il serait intéressant d’étudier les
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profils de consommation d’alcool de souris a5KI et a5KO adolescentes, et de vérifier si la
surconsommation est accentuée chez les jeunes a5K0, et a I'inverse si celle-ci est absente ou
réduite chez les jeunes a5KI. Aussi, certaines spécificités neurobiologiques ont été mise en
évidence chez les individus souffrant de TUALs de type Il : un plus faible niveau d’activité de
I’enzyme MOA (monoamine oxydase intervenant dans le métabolisme de la sérotonine, 5-HT)
(Knorring et al., 1985; Sullivan et al., 1990), de plus faibles niveaux de 5-HT (Virkkunen &
Linnoila, 1990), et une plus faible amplitude de I'onde cérébrale P300 qui est induite en cas
d’erreur de prédiction de la récompense (ERP) (Branchey et al., 1988; Cloninger, 1987). Il serait

particulierement intéressant de vérifier la présence de ces marqueurs chez les souris a5KO.

Mais de fagon importante, un seul facteur méme génétique, n’est pas suffisant pour
engendrer un TUAL. Les modeles murins a5KO et a5KI offrent I'opportunité d’étudier
I'interaction entre la mutation du géne CHRNA5S et des facteurs environnementaux. Par
exemple, il serait intéressant d’étudier comment les phénotypes addictifs de ces mutants
évoluent dans un environnement sur enrichit (grandes cages collectives avec différents
refuges et jouets renouvelés) (Marianno et al., 2017). Le systéme de tracking Live Mouse
Tracker (Partie 1l, 1l.2.a) permettrait un suivi détaillé de leurs activités sociales et de
consommation d’alcool dans cet environnement (Chaumont et al., 2018). A l'inverse, il serait
intéressant de suivre leur consommation dans un environnement négatif, par exemple
pendant (et/ou apres) un protocole de stress chronique léger et imprédictible (Monteiro et
al., 2015). De plus, selon les travaux de Cloninger, les facteurs environnementaux («
environnement dysfonctionnel ») jouent un réle fondamental dans le développement d’un
TUAL de type |, mais moindre dans le développement d’un TUAL de type Il. Il serait intéressant
de vérifier si un stress chronique altere de facon plus importante le comportement de
consommation d’alcool chez les souris a5KI que chez les souris a5KO. Ces différentes
expériences proposées incluant les facteurs environnementaux et I'age pourraient faire
émerger des similitudes plus marquées entre les jeunes males a5KO et le type I, et les

femelles adultes matures a5KI et le type I.

De fagcon importante, plusieurs SNP du gene CHRNAS ont été associés au risque de développer
un TUAL. Il serait intéressant d’étudier et de comparer les effets de certains d’entre eux avec
ceux du a5-SNP D398N (rs196969968) et de la délétion du gene (a5KO). En particulier, le a5-
SNP rs588765 semble corrélé au risque de TUALs (Hallfors et al., 2013; J. C. Wang et al., 2009) ;
plus clairement que le a5-SNP rs16969968 que j'ai eu I'occasion d’étudier au cours de cette

thése, et qui a engendré des résultats plutot mitigés entre les études cliniques. Cependant, a
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ma connaissance il n’existe pas encore de souris transgéniques exprimant ce polymorphisme

rs588765 du gene CHRNAS.

b. Cb6té clinique

Des études cliniques et d’association pangénomiques ont montré que les humains
porteurs de certains SNP du gene CHRNAS ont une vulnérabilité accrue au développement du
TUAL (Chen et al., 2009; Choquet et al., 2013; J. C. Wang et al., 2009), a I'apparition précoce
d’une consommation abusive d’alcool (I. R. Schlaepfer et al., 2008), et présentent également
un plus faible niveau de réponse a I’alcool, ce qui peut également augmenter leur vulnérabilité
a développer un TUAL (Joslyn et al., 2008). En revanche, les différentes études examinant
spécifiguement l'influence du a5-SNP D398N sur les TUALs ont aboutis a des conclusions
divergentes (Brynildsen & Blendy, 2021). Au moins une étude a identifié une association entre
le a5-SNP et des symptomes du TUAL (Chen et al., 2009), tandis que d’autres n’ont trouvé
aucune association (Hallfors et al., 2013; Sherva et al., 2010; J. C. Wang et al., 2009). Mais chez
les souris, le a5-SNP D398N confere un phénotype particulier proche du TUAL de type | et
donc peut-étre des sous-types « fonctionnel » ou « familial intermédiaire », c’est-a-dire d’'une
sous-population d’alcooliques pas forcément diagnostiquée, qui ne cherche pas a se faire
soigner et donc peut étre sous représentée dans les études pangénomiques. Si le a5-SNP
D398N est effectivement associé a ce genre de profils chez les humains, il est possible qu’une
importante proportion de porteurs du a5-SNP D398N et souffrant ainsi d’'une forme spécifique
de TUAL ne remplissent pas les critéres d’inclusion. Ou bien, si cette population est
effectivement au moins en partie représentée dans ces études, il est possible que bien
gu’existante, la corrélation n’émerge pas en raison de I'importante proportion d’individus
souffrant d’autres formes de TUALs dont I’étiologie génétique, si il y a, peut étre tout a fait
différente. Aussi, dans le cas du a5-SNP D398N, si on émet I’hypothése qu’il génére une forme
tardive de TUAL, sa possible corrélation avec les TUALs peut ne pas étre détectée s’il y a une
forte proportion de jeunes porteurs. Il serait extrémement intéressant de réaliser ces études
d’associations entre variants génétiques et sous-types de TUALs (et non pas juste TUALs quel
gue soit la maniére dont les sujets les expriment). Cependant, cette démarche nécessiterait
des échantillons de sujets beaucoup plus conséquents, ce qui limite considérablement sa mise
en ceuvre. Mais tenter de prendre un peu plus en compte I’hétérogénéité des TUALs exprimés

par les sujets inclus dans des études de criblage génétique ou encore d’'imagerie cérébrale
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permettrait de mieux appréhender cette hétérogénéité et de déceler des effets qui

n’émergent pas forcément lorsque tous les sujets sont confondus.

Intéréts thérapeutiques

I- Les a5*nAChRs : une cible thérapeutique potentielle ?

L'une des stratégie pour palier a I'efficacité insuffisante des pharmacothérapies
actuellement disponibles en matiere de traitement des TUALSs, est I'identification de nouvelles
cibles moléculaires et le développement de nouveaux composés pour ces cibles (L. A. Ray et
al., 2018). Cette stratégie est cohérente avec la complexité phénotypique et I’'hétérogénéité
des TUALs, qui nécessitent de multiples cibles moléculaires pouvant traiter efficacement
plusieurs voies de risque (Litten et al., 2015a). Etant donné l'implication des récepteurs
a5*nAChRs dans les comportements associés a I'abus d’alcool, ceux-ci pourraient constituer
une nouvelle cible thérapeutique prometteuse. Comme proposé par plusieurs chercheurs (Z.
Jin et al., 2014; Kuryatov et al., 2011; Maskos, 2020), la perte partielle de fonction induite par
les a5-SNPs du géne CHRNA5, comme le D398N, pourrait étre restaurée par des
« modulateurs allostériques positifs » (PAM) des récepteurs a haute affinité a4a5p2*nAChRs.
Les PAM auraient la propriété de ne pas se lier au site orthostérique et donc n’interférerait

pas avec I'action de I’ACh (https://anr.fr/Project-ANR-17-CE11-0030). Il serait intéressant de

favoriser le développement de ces PAMa5 et de tester si leur administration est en mesure
de restaurer certains phénotypes ainsi qu’'une consommation « normale » d’alcool chez les

souris a5KI.

[lI- ldentifier les traitements pharmacologiques spécifigues a chaque sous-

type a I’aide de modeéles précliniqgues

Une autre stratégie consiste a mieux comprendre |'étiologie et I’évolution des TUALs,
ainsi que de déterminer si différents sous-types de buveurs peuvent mieux réagir a certains
traitements (Litten et al., 2015a). Nos données suggerent que des modeles précliniques
murins exprimant des mutations humaines peuvent aussi aider a mieux comprendre les

motivations, pouvant étre opposées, a consommer de I'alcool. Celles-ci sont parfois difficiles
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a identifier chez ’humain, étant donné que l'individu souffre généralement déja d’un TUAL
lors de son étude, or il peut étre difficile de déterminer si des traits ou conditions
psychiatriques ont contribué au développement du TUAL ou s’ils en sont des conséquences.
Le développement de modeles précliniques pour les différents sous-types de TUALs
permettrait une identification plus précise des mécanismes neuropharmacologiques et
moléculaires sous-tendant I’addiction a I'alcool et donc des cibles thérapeutiques potentielles.
Cela représenterait une avancée majeure vers [|'élaboration de thérapies

pharmacologiques/comportementales personnalisées plus efficaces.
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